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Contrairement aux rayonnements conventionnels (électrons, rayons X) dont le 
profil de dose délivrée aux tissus décroît avec la profondeur traversée, celui des ions 
est caractérisé par un dépôt de dose élevé et localisé en fin de parcourt (dénommé pic 
de Bragg), alors que la dose déposée en amont est beaucoup plus faible. Devant cette 
importante propriété, les ions lourds constituent les particules irradiantes prometteuses 
pour le traitement des tumeurs profondes, non-opérables, radioresistantes et localisées 
à proximité de certains organes critiques. 
Les ions lourds utilisés en hadronthérapie sont dotés d'énergies cinétiques de 
quelques centaines de MeV/u à la sortie de l'accélérateur, ensuite ils sont faiblement 
ralentis au niveau du plateau, enfin hautement ralentis pour donner un nuage de 
noyaux de recul dont les énergies varient de quelques dizaines de Me V à quelques 
centaines de KeV dans la zone du pic de Bragg. Ces derniers sont encore ralentis 
principalement à travers des collisions avec les noyaux et les atomes du milieu 
biologique pour donner enfin des particules lourdes, qui possèdent des énergies 
cinétiques dans la gamme des énergies hyperthermiques et thermiques qui réagissent 
au niveau et au-delà du pic de Bragg. L'étude des effets biologiques des ions lourds 
dans cette gamme d'énergie semble utile pour pouvoir expliquer leur effet biologique. 
Telles investigations, pourront être utiles pour estimer le risque de développement des 
tumeurs secondaires et des mutations génétiques au niveau de la queue du pic de 
Bragg, suite à un traitement par hadronthérapie. 
Au cours de notre recherche, nous nous somme intéressés à l'étude des effets 
biologiques des ions Argon (Ar+, Ar++) hyperthermiques sur le plasmide d' ADN et sur 
Xll 
la thymidine (dThd) en phase condensé. Précisément, le projet concerne l'analyse des 
produits radio induits qui restent piégés (qui ne désorbent pas) dans le film bio-
organique. 
Pour mener de telles investigations, nous avons développé un appareillage 
qui nous a permis d'irradier une grande quantité de cible biologique. Ceci permet de 
générer des quantités de produits de dégradation qui dépassent les limites de 
détections des méthodes biochimiques tel que : la chromatographie liquide de haute 
performance (CLHP), la chromatographie liquide combinée à la spectrométrie de 
masse (CL/SM) et l'électrophorèse par gel agarose. Nos expériences ont montré 
l'efficacité des ions Ar de 1 OO eV à induire des cassures simple et double brin dans 
le squelette de l 'ADN et aussi à initier à la formation des pontages interbrins (i.e. 
formation des dimers de plasmides). Lors de nos travaux avec la dThd, nous avons 
irradié la cible avec des ions Ar d'énergies variant de 1 eV à 100 eV. Nous avons 
remarqué une production remarquable de thymine comme produit de dégradation, 
ceci, à basses énergies (1 eV- 10 eV) et à hautes énergies (60- 100 eV) ainsi qu'une 
baisse de production autours de 20 eV. 
Nous suggérons que la libération de la base de thymine aux basses énergies 
est due principalement aux transferts de charge entre l'ion incident et la molécule 
cible, chose qui aboutit à l'excitation de cette dernière à cause de la présence de trous. 
La désexcitation de la molécule cible aboutit aux cassures des liens interatomiques et 
à la dissociation moléculaire. Pour les hautes énergies, nous suggérons que le 
ralentissement nucléaire qui se traduit par des collisions binaires entre le projectile et 
les noyaux de la molécule cible joue le rôle essentiel dans la libération de la base de 
Xlll 
thymine. Nous avons aussi suivi la production de thymine en fonction de la dose 
d'irradiation (temps d'irradiation) à 80 eV et nous avons mesuré un rendement qui est 
de l'ordre de 23 molécules de Thymine produits par 1000 ions incidents. 
Ainsi, nos expériences avec !'irradiateur conçu ont bien prouvé la performance 
de ce dernier à induire des réactions en surface impliquant des ions hyperthermiques. 
D'un autre coté, ces expériences avec les films biologiques ont mis en évidence le 
pouvoir endommageant des ions dans cette gamme d'énergie. 
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Chapitre 1 - Introduction 
1 Introduction 
1.1 Généralités sur les rayonnements 
1.1.1 Découverte des rayonnements (Bimbot R. et al, 1999) 
Janvier 1896, une fameuse découverte faisant une grande révolution dans le 
domaine médicale était publié dans la majorité des journaux du monde. Le physicien 
allemand Wilhelm K. Rontgen a découvert un rayonnement invisible qui a été émit en 
manipulant son tube cathodique. Ce rayonnement de nature inconnue a le pouvoir de 
traverser la matière et d' engendrer la fluorescence d'un écran photosensible. En 
plaçant la main de sa femme entre le tube émetteur de ce rayonnement et un écran 
fluorescent (ou une plaque photographique), il voit apparaître l'ombre de ses os, 
obtenant ainsi la première «radiographie» de l'histoire (Figure 1.1 ). 
Figure 1.1 : La première radiographie réalisée par Wilhem Conrad Rontgen 
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Motivé par la découverte de Rontgen, le physicien français Henri Becquerel 
voulait vérifier s'il n'y avait pas un lien entre les rayons X et la phosphorescence de 
certaines substances. Becquerel prépare ses plaques photographiques et ses lamelles 
recouvertes de sels d'Uranium pour exposer l'ensemble au soleil, ceci étant nécessaire 
pour exciter les sels d'Uranium, et cela pour vérifier si la fluorescence des sels 
d'Uranium, sous l'effet du soleil, pourra engendrer la création des Rayons X qui 
impressionnent les films photographiques. A cause du temps qui était nuageux et de 
l'absence du soleil, Becquerel a rangé le tout pour reprendre ses expériences trois 
jours plus tard. Avant de reprendre ses expériences, il a développé les anciennes 
plaques photographiques. Ce fut alors une grande surprise : en fait, les plaques 
pourtant dûment protégées des rayons du soleil, sont impressionnées aux sites ou se 
trouvent les cristaux de sel d'Uranium. Il vient alors de découvrir la radioactivité. 
À partir de 1898, de nombreux scientifiques s'intéressent alors à la découverte 
de Becquerel. Parmi eux, le couple de physiciens français Pierre et Marie Curie, qui 
constatent que le Thorium est le seul autre élément connu à l'époque émettant des 
rayons «uraniques». Ils parviennent par la suite à découvrir et à isoler deux nouveaux 
éléments, le Polonium et le Radium, ces derniers émettent des rayonnements qui sont 
beaucoup plus intenses que ceux émis par !'Uranium. 
En 1900, Becquerel démontre l'existante de la radioactivité B; il s'agit d'une 
émission d'électrons. Peu après, les physiciens britanniques Ernest Rutherford et 
Frederick Soddy identifient le rayonnement alpha qui est une émission de noyaux 
d'hélium ionisés. Le physicien français Paul Villard met en évidence les rayons 
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gamma, qu'il identifie comme étant de même nature que la lumière. Les trois 
composantes de la radioactivité naturelle (alpha, bêta et gamma) sont ainsi identifiées. 
En 1934, Irène et Frédéric Joliot-Curie découvrent la radioactivité artificielle. 
Cette découverte a offert la possibilité de générer des nouveaux radio-isotopes à partir 
des éléments naturels, ce qui a permis l'émergence de la médecine nucléaire. 
Ces fameuses découvertes ont été couronnées par des prix Nobel: W.C. 
R6ntgen (1901), Becquerel et Pierre et Marie Curie (1903). 
1.1.2 Exposition humaine aux rayonnements 
L'homme est exposé en permanence aux rayonnements ionisants provenant de 
diverses sources (Figure I.2), à savoir, les sources naturelles se trouvant dans 
l'environnement, et les sources artificielles qui sont créées par l'homme. 
Les sources de radioaçtivité en Fr;moe (SOlJTtO CEA/IR-SNJ 
24,5% 
Rayonnements : 
oosmlques ( 0,9 '%) 8,2 % 




AppfiCll!ion:s médiœ 11s 
Figure I.2: contribution des différentes sources à l'exposition de l'homme aux 
rayonnements 
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A-L'exposition naturelle 
Les sources d'exposition naturelles sont d'origine soit cosmique (Reitz G., 
1993) : réactions nucléaires dans les étoiles et explosions dans l'espace 
interplanétaire, soit terrestre: matériaux naturellement radioactifs (14C, 40 K, 
238U ... ) contenus dans l'écorce terrestre qui émettent les rayonnements naturels, 
alpha, bêta et gamma. L'exposition naturelle aux rayonnements varie grandement 
d'une zone à une autre et varie aussi en fonction de l'altitude. En effet, les rayons 
cosmiques, par exemple, sont plus intenses à haute altitude (Thomas, R.H., 1993) 
tandis que les concentrations en Uranium et en Thorium dans le sol peuvent varier 
grandement en fonction des endroits, et selon la nature du sol des zones d'habitation 
(Morawska L. et al, 1994) 
B- L'exposition artificielle 
Il s'agit principalement des irradiations médicales et des irradiations fournies 
par l'industrie nucléaire. Les irradiations médicales sont celles reçues lors d'un 
diagnostic utilisant les rayonnements comme la radiologie, la scannographie, la 
scintigraphie ... ou lors d'un traitement radiothérapeutique. Pour les rayonnements 
provenant de l'industrie nucléaire, il s'agit de radiations issues des déchets 
nucléaires, des essaies nucléaires (armes, bombes ... Hiroshima et Nagasaki 1945) et 
des accidents nucléaires (Tchernobyl 1986). 
1.1.3 Classification radiobiologique des rayonnements 
Selon un radiobiologiste, la classification des rayonnements repose sur leur 
capacité d'endommager la matière biologique. Comme l'effet toxique des 
rayonnements est initié par ionisation de la matière traversée, on a alors été amené à 
4 
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séparer les rayonnements en deux grandes catégories : les rayonnements ionisants et 
les non ionisants. Les premiers sont différents des seconds du fait qu'ils ont une 
énergie suffisante pour arracher un électron à la structure moléculaire biologique 
traversée. 
En médecine et en biologie, les rayonnements ionisants constituent les 
rayonnements d'intérêt et sont constitués soit par des particules matérielles chargées 
(électrons, protons, ions lourds, ... ) ou neutres (neutrons), soit par des photons (les 
rayons X, y et l'ultra violet (UV)). Ces rayonnements ionisants ont en commun la 
propriété de provoquer des ionisations dans les milieux matériels où ils pénètrent, 
c'est-à-dire l'éjection d'un ou plusieurs électrons de l'édifice atomique ou moléculaire 
rencontré. Toutefois, lors de l'interaction du rayonnement avec la matière, toute 
l'énergie n'est pas transférée à une cible unique, tel que les électrons, mais aussi aux 
noyaux et aux atomes. Des phénomènes d'excitation de la matière peuvent aussi avoir 
lieu, engendrant ainsi une perturbation énergétique de la cible biologique. La 
désexcitation conduit à la brisure de liens intermoléculaires et interatomiques. 
1.1.4 Caractérisation d'un rayonnement ionisant 
Tous les rayonnements ionisants, quelle que soit leur nature corpusculaire ou 
bien électromagnétique, sont susceptibles de produire les mêmes effets biologiques à 
l'échelle moléculaire, cellulaire et tissulaire. La sévérité de ces effets dépend de la 
dose déposée : La grandeur qui est utilisée pour quantifier une exposition au 
rayonnement et qui mesure la quantité d'énergie déposée par unité de masse, et elle 
est exprimée en Gray (Gy, joule/Kg). Toutefois, et pour une même dose déposée, 
l'effet biologique n'est pas le même pour tous les types de rayonnements. Ainsi, on 
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trouve que le caractère de toxicité "qualité" n'est pas uniforme pour tous les 
rayonnements. Les différences de qualité des rayonnements résultent principalement 
de la différence de leurs propriétés physiques, à savoir la distribution spatiale des 
ionisations produites (densité d'ionisation) et la nature des interactions avec la 
matière. Des paramètres ont été introduits afin de qualifier les rayonnements 
ionisants: Il s'agit de du transfert d'énergie linéique (TEL), de l'efficacité biologique 
relative (EBR) et de la dose équivalente H. 
Transfert d 'Énergie Linéique (TEL) 
Le TEL est définit comme étant égal à la quantité d'énergie cédée dans la 
matière par unité de parcours d'un rayonnement; il s'exprime en keV par micromètre 
(keV/µm). Cette grandeur est introduite pour tenir compte de la distribution spatiale 
des ionisations le long du parcours de la radiation. Ainsi, les radiations de haut TEL 
(ions lourds et les neutrons) sont caractérisés par une densité élevée d'événements 
d'ionisations dans leurs traces comparativement aux radiations de bas TEL (les 
photons, et les électrons) séparées (Figure I.3). 
25 l"ngstrom1 
Figure l.3:Trace des rayonnements de haut et de bas TEL 
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L 'Efficacité Biologique Relative (EBR) 
L'effet biologique produit par une irradiation, pour une même dose délivrée, 
dépend de la qualité du rayonnement. L'efficacité biologique relative (EBR) d'un 
rayonnement est une grandeur qui a été introduite afin de caractériser la qualité 
invasive d'un rayonnement. Elle est définit par le rapport de dose délivrée par un 
rayonnement de référence (photons Gamma) et de la dose délivrée par un 
rayonnement donné (par exemple des ions lourds d'énergie de 1 MeV) pour obtenir 
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Figure 1.4: Définition de EBR 
Équivalent de dose 
Comme expliqué ci dessus, les effets biologiques pour une même dose varient 
selon la qualité du rayonnement. Cette différence de comportement des rayonnements 
vis-à-vis de la matière biologique est liée au TEL, ainsi, un rayonnement est d'autant 
plus nocif que son TEL est élevé. En radioprotection, une troisième grandeur appelée 
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"équivalent de dose" a été introduite pour refléter le degré de l'agressivité des 
différents types de radiation : 
H=DxQ, 
D est la dose déposée dans la matière biologique, 
Q est le facteur de qualité du rayonnement, qui est spécifique pour chaque 
rayonnement : Pour les rayons ~. y et X, Q est le plus souvent égal à 1. Pour les rayons a, 
Q est égal à 20, c'est à dire que pour une même dose, la nocivité des rayons a est 20 fois 
supérieure à celle des rayons X. 
L'unité de la dose équivalente est le sievert (Sv) : 
1 Sv = 1 Gy x FQ. 
L'unité autrefois employée était le rem: 
1Sv=100 rem. 
L'équivalent de dose est la grandeur utilisée en radioprotection et les doses 
maximales autorisées sont exprimées dans les textes législatifs en sievert. 
1.2 Effets biologiques des rayonnements ionisants 
Les effets biologiques des rayonnements ionisants ont été mis en évidence peu 
de temps après la découverte des rayons X par Rontgen en 1895. Des cas de 
radiodermites et de cancers ont été observés dans la communauté scientifique avant la 
fin du 19ème siècle. Ce n'est que dans les années 20 que les risques liés aux 
rayonnements ionisants ont été mis en évidence. À partir de ce moment, comprendre 
les effets biologiques des rayonnements commence à devenir un souci majeur pour les 
scientifiques de l'époque, et ceci, pour des fins thérapeutiques ou préventives. D'un 
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autre coté, les radiations occupent de plus en plus de place, non seulement dans le 
domaine médica~ mais aussi dans plusieurs autres domaines, tels que l'industrie 
nucléaire, l'industrie aérospatiale ... 
L'étude des effets biologiques des radiations est un outil primordial pour bien 
diriger les efforts en radiothérapie. Cette étude est aussi nécessaire pour mesurer les 
risques encourus par les personnes travaillant dans les centrales nucléaires, ou encore 
par les cosmonautes lors de leurs missions spatiales ... Ceci afin d'établir des mesures 
et des normes de radioprotection. 
1.2.1 Interaction des rayonnements ionisants avec la matière biologique 
Les effets biologiques des rayonnements ionisants, te~ que,· tes aberrations 
chromosomiques, la mort cellulaire, les malformations génétiques ainsi que différents 
maladies (cancer, stérilité ... ) se produisent suite à une série d'événements qui sont 
initiés pas les interactions primaires des radiations à l'échelle moléculaire (Figure I.5). 
Ces événements sont répartis en trois étapes (Hooshang et al. 1999): 
Radiation 
Primaire 
PHYSIQUE I CHIMIE PHYSIQUE 
• • • 
ô 
1 • • 
10-14 s 
1 
~ Événements • • . 







Dommages << 10-12 s 
Dommaaes comolexes & 
. 
: CHIMIE BIOLOGIE • • 
10-6 s Secondes à années 
1 ~ 
: Temps 
• • • . . 
Bioradicaux Altérations moléculaires 
Altérations génétiques 
Altérations héréditaires 
Figure 1.5 : Séquences des événements produits par l'action du rayonnement ionisant 
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- L'étape physique et physico chimique (10-18 s < t < 10-12 s) : elle correspond 
à l'interaction directe des rayonnements avec les atomes et les molécules à travers une 
série d'ionisations et d'excitations, induisant une production abondante d'espèces 
secondaires, à savoir des ions, des électrons, des espèces neutres ainsi que des 
espèces excitées. Cette étape se déroule durant un temps très court, de l'ordre 
I'attoseconde (Sanche L., 1989, Becker D. 1993). 
- L'étape chimique (10-12 s < t < 10° s) au cours de la quelle les différents 
produits lors des interactions primaires atteignent la température du milieu: c'est le 
processus de thermalisation, ce dernier conduit à la formation de produits radicalaires 
tels que OH·, H• ainsi que d'électrons aqueux, e-aq· Ces espèces créées diffusent et 
réagissent entre elles et avec les biomolécules. 
- L'étape biologique (ls < t < oo): les dégâts apportés aux biomolécules 
produits tout au long de cette longue chaîne d'événements (physiques, physico 
chimiques et chimiques) sont pris en charge par le système de réparation interne de la 
cellule se déroulant lors de la division cellulaire. Cette réparation, plus ou moins 
fidèle, peut durer plusieurs heures et se traduit en définitive par l'apparition ou non de 
lésions moléculaires graves, tel que des dommages causés au niveau de la structure de 
l' ADN, des aberrations au niveau chromosomique, des mutations génétiques, une 
mort cellulaire ... Ces lésions, plus ou moins graves, peuvent être à l'origine d'une 
tumeur qui apparait des années plus tard. 
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1.2.2 Effet des rayonnements ionisants sur l'eau: Radiolyse de l'eau 
L'eau représente environ 70% de la masse des organismes vivants. Ainsi, en 
traversant ces organismes, les rayonnements ont plus de chance de rencontrer une 
molécule d'eau, induisant par conséquent sa dégradation: c'est la radiolyse de l'eau. 
Il s'agit d'un enchâmement de réactions conduisant à la lésion de la molécule 
d'eau pour conduire à la génération d'espèces ioniques et radicalaires (Figure 1.6) 
(Bensasson & al., 1993). Les radicaux libres formés principalement de 0 0H et H0 , e aq, 
sont des espèces chimiques qui ont un grand pouv01r réactif et sont fortement 
oxydants. Lors de leur formation, ces espèces ne sont pas distribuées de façon 
homogène dans le milieu. Elles s'accumulent dans des zones appelées grappes qui 
sont situées à l'extrémité des trajectoires des électrons secondaires (Farradini C., 
1983). Ayant une certaine durée de vie, ils vont pouvoir diffuser, ainsi ils peuvent se 
recombiner (Culard F. 2005), réagir avec l'oxygène pour donner des nouveaux 
radicaux et d'attaquer les macromolécules présentes dans la cellule. 










Figure 1.6: La radiolyse de l'eau 
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1.2.3 Effets des rayonnements ionisants sur l' ADN 
Structure de ! 'ADN 
L'acide désoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule formée par deux 
chaînes qui sont enroulées l'une autour de l' autre pour former une double hélice. 
Chaque chaîne est formée par une alternance d'un sucre, d'un désoxyribose et 
d'acide phosphorique. Les deux chaines sont reliées entre elles par des paires de 
bases, adénine (Ad) avec thymine (Th) et guanine (Gu) avec cytosine (Cy). Des 
liaisons hydrogène relient les bases puriques (Gu), (Ad) aux base pyrimidiques (Th), 
(Cy) (Figure 1. 7). 
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C'est l'arrangement de ces bases qui constitue le patrimoine génétique de 
l'organisme vivant. Puisque que l' ADN joue un rôle essentiel dans la division 
cellulaire et dans la synthèse des protéines, le bon fonctionnement d'une cellule et la 
transmission du patrimoine génétique dépendent de l'intégrité de sa structure. 
Dommages radio induit à la structure de ! 'ADN 
L'atteinte de la structure de l' ADN joue un rôle essentiel dans l'induction des 
effets radiobiologiques, tels que la mort cellulaire, l'incapacité de reproduction, la 
mutation génétique ... Les dommages radio induits à la structure de l 'ADN sont dus en 








effe r d lrec r 
A G 
ionisation 
Figure 1.8 : Effet direct et effet indirect des rayonnements 
L'effet direct correspond à l'ionisation directe de la cible moléculaire par les 
rayonnements primaires et par les rayonnements secondaires (électrons secondaires, 
électrons delta, ions, photons) produits pendant l'étape physique. 
Comme expliqué ci-dessus, les rayonnements réagissent également avec l'eau 
induisant sa radiolyse, ce qui génère une production abondante d'espèces radicalaires 
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qui diffuseront dans le milieu et qui réagissent chimiquement sur l' ADN : c'est l'effet 
indirect (O'Neill P. et al, 1993; Akinari Yokoya et al, 2002). 
Que ce soit par effet direct ou par effet indirect, les principales lésions radio 
induits à l' ADN sont les coupures simple ou double brin, les bases modifiées, les sites 
abasiques et les pontages entre ADN et protéines (Figure I.8) (Frankenberg-Schwager 
M., 1990; Téoule R. et al. 1987; Frankenberg-Schwager M. 1990, Cadet J. et al 
1978). 
modifiCf!Jtioo de la base 
(oxydation, alkylation, 
réarrangrsments) 
upure de clu1ine 
(double brin) 
Figure I.9 : Dommages radio-induits à l' ADN 
Les brisures simples et double brin 
Ces lésions concernent le squelette de la macromolécule ; il s'agit d'une 
rupture au niveau de la colonne sucre-phosphate liant les bases de l' ADN entre elles. 
On distingue les brisures simple brin (BSB) correspondant à une unique lésion 
localisée sur un des brins de l' ADN. Elles sont dues à la rupture des liaisons 
phosphate-sucre ou bien à la dégradation du sucre (Von Sonntag C. 1987; Tubiana M. 
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et al 1986). Il s'agit de lésions réparées relativement rapidement et qui ont peu 
d'impact en matière de létalité cellulaire. 
Les brisures double-brin (BDB) correspondent à deux cassures simples brin, 
situées sur un brin différent del' ADN qui sont séparées par une distance inférieure ou 
égale à une dizaine de paires de bases. Ce sont des lésions difficilement réparables. En 
effet, des erreurs dans leur réparation, en plus de générer de petites mutations peuvent 
également résulter en des réarrangements chromosomiques (Varga & Aplan, 2005), et 
en une instabilité du génome (Elliott & Jasin, 2002; Thompson & Schild, 2002). De 
plus, dans certaines circonstances, les BDB peuvent provoquer un arrêt du cycle 
cellulaire ainsi que l'apoptose (Jackson, 2002; Norbury & Hickson, 2001 ; Rich et al, 
2000). 
Les altérations de bases 
Cet effet du rayonnement sur l' ADN se manifeste par un changement de 
formule chimique des bases. Ces altérations résultent de l'attaque des radicaux libres 
et principalement du radical OH0 qui est le plus réactif. Les réactions principales sont 
l'addition du radical OH0 sur la double liaison des bases en position CS et C6 des 
bases pyrimidiques (cytosine, thymine) et C4 et CS des bases puriques (adénine, 
guanine). Il en résulte une altération de bases, donnant ainsi des nouveau dérivés de 
bases dont certaines sont stables et d'autres sont instables et finissent par se 
décomposer en produits plus stables (Cadet J. et al. 1999, Wallace S. 1998). 
Les sites abasiques 
La radiolyse de l' ADN peut également conduire à la perte de bases. Cela peut 
être le cas lorsque l'attaque du radical hydroxyle se fait sur les atomes Cl', C2' ou 
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C5' du sucre ou sur la base. La liaison N-glycosidique pouvant être brisée sans 
rupture du squelette phosphodiester, il y a ainsi élimination de la base et formation de 
sites abasiques. 
Altération des sucres 
L'attaque des irradiations ou des radicaux libres radioinduits peut également 
conduire à une altération au niveau de 2-désoxyribose, ou bien à une dégradation du 
sucre qui aboutit à une coupure de brin au niveau de la structure de l' ADN. Il a été 
démontré dans plusieurs travaux que le groupement sucre est plus radiosensible que 
les bases (Hoffmann A. -K. et al 2000, Gromova M. et al1998). 
Pontages ADN-ADN, ADN-Protéines 
Des pontages interbrins, ou avec les protéines environnantes, peuvent aussi se 
former sous l'effet du rayonnement ionisant. Ces dommages se traduisent par la 
formation de liaisons covalentes supplémentaires entre les brins de l' ADN, ou entre 
les brins de l' ADN et les protéines nucléaires (Culard F. et al 2005, Cai Z. et al, 
2005). Des pontages ADN-protéines peuvent aussi être formés de façon naturelle lors 
de la compaction del' ADN dans le noyau. 
Les sites à dommages multiples 
Lorsqu'un rayonnement ionisant traverse une molécule d' ADN, une 
combinaison de deux ou plusieurs dommages sur une courte distance (1- 4 nm) forme 
un site à dommages multiples (SDM). Les lésions impliquées dans ces dommages 
complexes peuvent être des bases modifiés, des sites abasiques et des BSB. Il est à 
noter que la réparation d'une lésion à l'intérieur d'un site à dommages multiples est 
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nettement plus difficile et peut entraîner la formation de cassure de brins (Blaisdell et 
al 2001). Il a était démontré aussi que ce type de lésion au niveau de la structure de 
1' ADN est plus fréquemment radio-induit par les radiations de haut TEL que par les 
radiations de bas TEL (Goodhead, 1994). 
1.2.4 Effets des rayonnements ionisants à l'échelle cellulaire 
Les dommages cellulaires provoqués par les rayonnements ionisants sont dus 
principalement à des lésions radio induites à l'échelle de l 'ADN. Les modifications 
structurelles de 1' ADN entraînent 1' apparition de défauts dans le code génétique, à 
l'origine de possibles mutations ou de mort cellulaire. Les dommages apportés à 
l' ADN sous l'effet d'une exposition aux rayonnements peuvent être sans importance 
pour le code génétique ou être réparées par la cellule lors de la division cellulaire 
(Hagen U., 1994). Dans ce cas, l'effet biologique des radiations se limite à l'échelle 
moléculaire et la cellule reste intacte. 
Lorsque les modifications de l' ADN provoquées par les radiations se 
produisent au niveau des gènes actifs, et que la cellule ne répare pas le défaut, celui-ci 
peut être à l'origine de mutation ou de mort cellulaire. La mort de la cellule 
n'intervient généralement que lors des mitoses suivantes. Tant que la cellule ne se 
divise pas, elle reste vivante et peut fonctionner normalement : on parle de mort 
retardée. 
À l'échelle du cycle cellulaire, l'effet d'une exposition de la cellule à plusieurs 
Gy se traduit par un retard à la mitose. Ce retard permet essentiellement à la cellule de 
réparer les lésions produites et il peut être d'une durée variable, selon la sévérité des 
dommages. Les principaux arrêts ont lieu en phase G2 et G 1 ( Slichenmyer W. J et al 
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1993). La durée de l'arrêt en phase G2 dépend de la dose et de la qualité du 
rayonnement (Ritter S. et al 2005, et Tenhumberg, S et al, 2007). Pour les particules 
de TEL élevé, cet arrêt peut être irréversible. L'arrêt en phase Gl a également été 
observé avec les ions très lourds (Sabatier, L. et al, 1987). Les conséquences d'une 
réparation fautive peuvent être des aberrations chromosomiques ou des mutations 
chromosomiques létales pour la cellule. 
1.2.5 Effet de l'irradiation sur l'homme (Galle P. et Paulin R., 
1992) 
Les effets des rayonnements sur l'homme sont déterminés grâce à des études 
épidémiologiques qui consistent à observer les effets sur des populations qui ont subi 
des irradiations d'origine naturelle ou artificielle (populations d'Hiroshima et 
Nagasaki, premiers radiologues et travailleurs des mines d'uranium ... ). Ces effets 
sont séparés en deux catégorie : les effets déterministes qui sont précoces et sont dus à 
une exposition de forte dose, et les effets stochastiques qui apparaissent à long terme 
et sont dus à une exposition de faible dose. 
Les effets déterministes 
Lors d'une exposition, si le nombre de cellules détruites est trop important, leur 
remplacement par la multiplication des cellules viables est insuffisant. Le déficit 
cellulaire qui en résulte entraîne des lésions tissulaires qui à leur tour altèrent la 
fonction de l'organe (Hall E. J. et al, 1994), ce qui entraîne l'apparition de signes 
cliniques, tel que des troubles fonctionnels voir la mort de l'individu. Les effets 
déterministes sont donc ceux que l'on observe au delà d'un seuil, qui correspond à une 
dose supérieure à 2 Gy. Ils sont appelés déterministes car ils sont obligatoires, c'est-à-
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dire qu'ils se manifestent toujours. Par ailleurs, les effets déterministes sont précoces 
et ils se manifestent quelques heures à 1 mois après l'exposition, d'un autre coté ils 
sont d'autant plus graves que la dose est importante. Ces effets peuvent être observés 
lors d'accident nucléaire (Tchernobyl) ou lors de l'explosion de bombes atomiques 
(Hiroshima, Nagasaki). 
Les effets stochastiques 
Les effets stochastiques sont les ceux qui apparaissent à long terme, chez 
l'individu ou chez sa descendance. Ils résultent des lésions mal réparées au niveau des 
molécules d'ADN. Contrairement aux effets déterministes, qui sont précoces et qu'on 
les observe à hautes doses d'exposition, les effets stochastiques apparaissent à faibles 
doses, à long terme et ont pour conséquence l'apparition de cancers et de maladies 
héréditaires. 
Le cancer est une maladie qui résulte d'une prolifération anarchique des 
cellules. En fait, la division cellulaire étant sous le contrôle de gènes, c'est 
principalement la modification du code génétique (mutation) de ces gènes qui est 
responsable de l'initiation du processus tumoral (Nowell P. C., 1976; Loeb L. A. et 
al, 1974; Loft S. et al. 1996). Le cancer peut aussi avoir comme origines la fausse 
réparation del' ADN. En effet, un grand nombre (plus de 200) de défauts génétiques 
augmente la probabilité que la cellule devienne cancéreuse. Les effets héréditaires ont 
pour origine des lésions aux chromosomes de la lignée germinale (spermatozoïdes et 
ovules), et sont susceptibles d'entraîner des anomalies dans la descendance de 
l'individu exposé. Ces effets stochastiques sont souvent rencontrés chez les survivants 
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des accidents nucléaires, chez les manipulateurs de rayonnements et principalement 
chez les travailleurs dans les services de radiologie et de radiothérapie. 
1.2.6 La radioprotection 
La prise de conscience du danger potentiel d'une exposition excessive aux 
rayonnements ionisants remonte au début du 20ème siècle. En effet, des cas 
d'érythèmes et de leucémies radio-induits ont été mis en évidence chez les utilisateurs 
de rayons X de la communauté scientifique. Ainsi, la crainte des dangers des 
rayonnements a amené les autorités à établir des normes de radioprotection. Cette 
dernière constitue l'ensemble de mesures destinées à assurer la protection sanitaire de 
la population et des travailleurs contre les rayonnements. 
Estimation des risques de développement des cancers 
Pour les effets déterministes, les effets des rayonnements sont apparents au 
delà d'une dose seuil relativement élevée, et leur gravité varie en fonction de la dose 
et du débit de cette dose (dose déposée par seconde). La réglementation fixe en fait 
des limites d'exposition très inférieures à leur dose-seuil d'apparition. Si les effets des 
fortes doses sont de mieux en mieux cernés, beaucoup de questions concernant les 
effets des faibles doses restent en suspend. Depuis 1928, la Commission internationale 
de protection radiologique (ICRP pour International Commission on Radiological 
Protection, New York.) se charge de rétablissement de normes de Radioprotection sur 
les effets déterministes et les effets aléatoires des rayonnements ionisants, et cela tout 
en se basant sur des études épidémiologiques et expérimentales. 
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Les mesures réglementaires de radioprotection 
Les mesures réglementaires de radioprotection d'après le CIPR sont basés sur 
le principe ALARA (As Low as Reasonable Achievable). Ainsi, les doses doivent 
être réduites autant qu'il est raisonnable, et le risque est dit accepté pour toutes les 
expositions situées sous la limite ALARA. Pour ce fait, la CIPR recommande des 
règles de radioprotection qui sont basée sur trois principes : 
- La justification : toute irradiation même à très faible dose doit être justifiée. 
- L'optimisation de la protection : Aucun individu ne doit être soumis à un risque jugé 
inacceptable. Ceci se réalise par la surveillance du personnel, par exemple par 
l'utilisation d'écran protecteur pour réduire l'irradiation externe et par le contrôle 
strict de toute contamination respiratoire et digestive. 
- Le respect des limites d'exposition : ces limites sont fixés pour les travailleurs dans 
le domaine des radiations, à savoir les personnels des services de radiologie, de 
radiothérapie et les travailleur dans l'industrie nucléaires. En effet, La CIPR 60 
recommande de ne pas dépasser 1 OO mSv sur cinq ans pour les travailleurs, tout en ne 
dépassant pas 50 mSv par an. 
1.3 Les radiations en médecine 
Les rayonnements jouent un rôle fondamental en médecine et ils ont 
principalement deux volets d'applications, à savoir l'imagerie médicale et la 
radiothérapie. En effet et grâce au caractère pénétrant des rayonnements, tels que les 
rayons X et gamma, on a réussi à explorer l'intérieur du corps humain sans avoir 
recourt à la chirurgie et aussi à obtenir des images de l'intérieur du corps humain. 
Actuellement, on estime que 80 % des patients hospitalisés bénéficient, au cours de 
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leur hospitalisation, d'au moins un examen d'imagerie. 
Le caractère de toxicité des rayonnements a été utilisé pour des fins 
thérapeutiques; c'est la radiothérapie. Celle-ci consiste à utiliser des sources de 
rayonnements externes (accélérateurs, télécobalt, curiethérapie) ou bien des sources 
internes (radiothérapie métabolique) pour traiter certains maladies et principalement le 
cancer. 
1.3.1 Les rayonnements en im~gerie médicale (Webb a. 2003) 
La grande révolution dans le monde de l'imagerie médicale a débuté avec la 
découverte en novembre 1895 des rayons X par Wilhelm Conrad Rontgen. Ce dernier 
a réalisé, grâce à ces rayonnements, la première radiographie en interposant la main 
de sa femme entre une source de rayons X et une plaque photographique. Ainsi, et 
après cette fameuse découverte, Rontgen a montré que les rayonnements pouvaient 
servir pour explorer l'intérieur du corps humain. 
La radiologie conventionnelle ou bien l'imagerie par rayon X utilise la 
capacité qu'ont les rayons X de traverser le corps humain. Cette technique d'imagerie 
médicale est basée sur l'atténuation des rayons X issus d'une source traversant le 
corps humain. Ces rayons atténués sont détectés par un détecteur de rayonnements à 
la sortie du corps humain. Sur une image radiologique, le contraste entre les différents 
tissus provient du fait que ces tissus atténuent différemment les rayons X, selon la 
différence entre leur densité. 
Avec l'évolution de l'informatique et du traitement numérisé des images, le 
scanner fut mis au point en 1972, par les radiologues britanniques Allan Mc Cornack 
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(1924-1998) et Godfrey N.Hounsfield (1918). Le tomographe (ou scanner) à rayons X 
est une machine qui, à partir d'un grand nombre de projections (quelques centaines à 
quelques milliers) sur des détecteurs, d'un calculateur et d'un logiciel de 
reconstruction permet d'obtenir des "coupes" soit du corps entier, soit de diverses 
parties du corps (crâne, thorax ... ). 
1.3.2 La Médecine nucléaire (Thrall J.H. et al, 2001, Webb A. 2003) 
Dans le cas de certaines maladies et principalement le cancer, la détection 
précoce des lésions tumorales est indispensable. Les techniques d'imagerie médicales, 
tels que, la radiologie, la tomodensitométrie et l'échographie fournissent 
essentiellement des informations d'ordre anatomique. De là, un nouvel axe d'imagerie 
médicale basé sur l'utilisation des rayonnements ionisant émis par une substance 
radioactive a pris naissance, l'imagerie fonctionnelle ou la médecine nucléaire. Ce 
secteur d'imagerie a pour vocation d'étudier au moyen d'une image les perturbations 
biochimiques, la perfusion et d'autres fonctionnalités des organes à explorer. Comme 
toute lésion est initiée par l'apparition d'événements métaboliques anormaux, à 
l'échelle moléculaire puis à l'échelle cellulaire, l'imagerie fonctionnelle permettra 
éventuellement la détection des pathologies en phase précoce, propriété 
particulièrement recherchée en cancérologie. 
La médecine nucléaire inclue deux techniques d'imagerie fonctionnelle, à 
savoir, la scintigraphie et la tomographie par émission de positrons (TEP). Pour les 
deux modalités, l'examen consiste à administrer au patient un médicament, dénommé, 
radiopharmaceutique. Ce dernier est formé par une molécule vectrice marquée par un 
noyau radioactif. L'isotope radioactif est émetteur de rayonnement gamma pour la 
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scintigraphie et émetteur de positrons qui s'annihilent pour donner des photons 
gamma de 511 keV pour l'imagerie TEP. Ainsi, grâce à des détecteurs de 
rayonnements, on est en mesure de suivre la cartographie du radionucléide et par 
conséquent, d'obtenir des images qui ne sont pas optimale en matière de résolution 
mais qui nous donnent beaucoup d'information sur le fonctionnement de l'organe à 
explorer. 
1.3.3 La radiothérapie (Mazeron J. et al, 1992, Le Bourgois et al, 
1992) 
Très rapidement après la découverte en 1896 de la radioactivité, Henri 
Becquerel observa que le tube de radium qu'il portait dans sa poche de son gilet 
provoquait une irritation de sa peau. Pierre Curie observe d'une façon volontaire que 
l'exposition prolongée de la peau à une source de radium provoque une brûlure allant 
jusqu'à l'ulcération. Ainsi, l'immense intérêt de la radioactivité pour traiter les 
tumeurs a été pressentit par la communauté scientifique. En 1901 les deux savants, 
Pierre Curie et Henry Becquerel ont publié une note sur l'effet physiologique des 
rayons de radium et le Dr Curie prêta du radium à des dermatologues pour des fins 
thérapeutique, ce fut la naissance de la radiothérapie. 
La radiothérapie externe 
Elle consiste à irradier le patient par une source de rayonnement se trouvant à 
l'extérieur de son organisme. Les photons sont les principaux rayonnements utilisés 
en radiothérapie : il s'agit soit de rayons X produits par rayonnement de :freinage d'un 
faisceau d'électrons et dont l'énergie varie de la centaine de keV à plusieurs dizaines 
24 
Chapitre I - Introduction 
de MeV, soit de rayonnements gamma issus des désintégrations radioactives de 
certains isotopes, comme ceux issues de la 'bombe au cobalt' et dont l'énergie est de 
l'ordre de 1,3 MeV. Les rayonnements photoniques dont les énergies sont de l'ordre 
des keV sont généralement utilisés pour le traitement des cancers superficiels puisque 
ces rayonnements ont la propriété de déposer une dose maximale à la surface de la 
peau. 
En plus des photons, les électrons ont été aussi utilisés en radiothérapie. Ces 
dernières particules sont produites dans la quasi-totalité des accélérateurs (4 à 25 
Me V) et elles servent également de source pour la production des photons. 
Une nouvelle approche particulièrement prometteuse pour la radiothérapie 
externe, c'est la mise en œuvre de nouveaux types de rayonnements à savoir les les 
protons et les ions lourds. 
La curiethérapie 
Cette technique de radiothérapie consiste à mettre, des tubes minces ou bien 
des aiguilles qui sont remplis de substances radioactives en contact ou bien au sein de 
la tumeur. Les tubes de radium ont été utilisés pour le traitement des tumeurs se 
trouvant au niveau des cavités naturelles, telles que les cavités utérines et vaginales. 
Les aiguilles sont implantées au sein même des tumeurs, comme celles de la peau ou 
de la langue. 
1.4 Objectif de la radiothérapie anticancéreuse 
L'application actuelle de la radiothérapie est presque exclusivement dévolue 
au traitement des tumeurs cancéreuses. Le but de la radiothérapie est de détruire avec 
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efficacité les cellules tumorales sans pour cela endommager les cellules saines se 
trouvant à proximité. 
1.4.1 Limitations de la radiothérapie conventionnelle 
Malgré l'évolution de la radiothérapie "conventionnelle" vers l'irradiation 
conformationnelle, marquée par les progrès techniques constants des accélérateurs 
vers les hautes énergies (Me V), et cette technique radio thérapeutique présente 
plusieurs limitations. En effet, avec la radiothérapie conventionnelle, délivrer la dose 
nécessaire à la destruction de la tumeur est relativement difficile dans le cas des 
tumeurs de conformations très complexes ou celles situées à proximité des structures 
vitales radiosensibles. D'un autre coté, Il existe des tumeurs qui sont, par nature ou du 
fait de l'hypoxie, radio-résistantes et difficile à stériliser par la radiothérapie 
conventionnelle. 
Pour les raisons ci-dessus, des solutions ont été adoptées pour vaincre les 
limitations de la radiothérapie conventionnelle et pour améliorer l'efficacité de la 
radiothérapie : 
- Adapter, individuellement pour chaque malade, le nombre de séances et la 
dose (fractionnement de la dose) (Vlock D. R. et al, 1982), stratégie qui permettra la 
réparation des cellules saines touchées par les rayonnements entre les séances du 
traitement. 
- Associer les rayons à des drogues radiosensibilisatrices pour les cellules 
cancéreuses ou bien des drogues radio-protectrices pour les tissus sains (Noël G. et al 
2006). 
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- La mise en œuvre de nouveaux types de rayonnements, tels que les ions 
lourds. Cette technique de radiothérapie porte le nom de hadronthérapie. La 
hadronthérapie fut proposé pour la première fois par Robert R. Wilson en 1946 
(Wilson R. R., 1946). Il postulait qu'en exploitant les caractéristiques physiques du 
dépôt d'énergie des ions chargés dans la matière, il serait possible de délivrer d'une 
façon localisée des doses de radiations élevées dans des tumeurs profondes sans avoir 
recours à la chirurgie. 
1.4.2 Propriétés physiques des ions lourds et avantages 
Profil de dose 
Contrairement aux photons et aux électrons dont le profil de dose délivrée aux 
tissus est maximale au début du parcourt, diminuant progressivement avec la distance 
traversée. Les ions lourds déposent une grande partie de leur énergie à une profondeur 
donnée, au niveau du "pic de Bragg". En aval du pic de Bragg, la dose déposée décroit 
brutalement. La dose déposée en amont du pic, ce qui correspond à la région du 
plateau est beaucoup plus faible (Figure 1.10) (SCharf W. H. et al 1996; Crespo P.et 
al, 2001). 
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Figure I.10 : Comparaison des dépôts de doses pour des photons, des électrons et des 
ions carbone dans de l'eau. 
Grâce à cette caractéristique physique, la dose maximale déposée dans les 
tissus par les ions lourds peut être strictement confinée au volume cible avec une 
acuité nettement plus grande qu' en radiothérapie conventionnelle, évidement tout en 
garantissant une meilleure protection des tissus sains de trouvant en amont et en aval 
du pic de Bragg (Figure I.11 ). 
Figure I.11 : Localisation très précise de la dose délivrée en hadronthérapie 
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Par ailleurs, et du fait que le pic de Bragg est très étroit en profondeur, cela 
permettra d'irradier des tumeurs de très petite tailles et celles qui se trouvent à 
proximité des organes à risques. La position en profondeur du pic de Bragg est 
contrôlée par la valeur de l'énergie de la particule incidente. Ainsi, pour irradier une 
tumeur de grande dimension dans tout son volume, il est nécessaire de produire un 
étalement du pic de Bragg, en superposant plusieurs pics de Bragg simples par 
variation pas à pas de l'énergie du faisceau (Figure 1.12) (Chu W. T. et al 1998). 
2 4 6 8 10 12 14 
Penetraooo depth (cm) 
Figure 1.12: Étalement du pic de Bragg en variant l'énergie d'irradiation 
Distribution du TEL et conséquences radiobiologiques 
Lorsque les ions lourds pénètrent dans les tissus, ils sont progressivement 
ralentis à travers un transfert d'énergie au milieu biologique. La Figure 1.13 montre la 
variation du TEL des ions lourds le long de leur parcours : On voit que le TEL est 
faible au niveau du plateau, puis il augmente et diminue de façon abrupte au niveau 
du pic de Bragg. La tumeur située au niveau du pic de Bragg étalé est donc exposée à 
un rayonnement de TEL élevé, tandis que les tissus sains situés au niveau du plateau 
initial sont exposés à un rayonnement de faible TEL. 
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Figure 1.13 : Variation en profondeur du TEL des ions lourds (Johns H. E. and 
Cunningham J. R., 1983) 
Cette différence de TEL entraîne deux conséquences que l'on peut exploiter, à 
savoir: 
1- Dans la zone à TEL élevé (200 keV/µm), c'est-à-dire au niveau du pic de 
Bragg où se situe le volume tumorale, les rayonnements ioniques créent des 
radiolésions cellulaires critiques et difficilement réparables (BDB de l' ADN, 
dommages multiples, pontages ADN-protéines ... ) (Michael B.D. et al 1996; Toucher 
G. et al 1996; Heilmann J. 1995; Taucher-Scholz G. et al 1996; Kraft, G. 1987). 
Alors qu'au niveau du plateau correspondant à la zone de faible TEL où se trouvent 
les tissus sains, les radiations sont moins nocives et créent des lésions facilement 
réparables (BSB de l' ADN). Cette variation du TEL le long du parcours des ions 
lourds leur confère une meilleure EBR (Figure 1.14) (SCholz M., 2000; Goodhead D. 
T., 1994, 1999) au niveau du volume tumorale irradié et ceci constitue un grand 
avantage de la hadronthéapie. 
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Figure I.14: Augmentation brusque du EBR (a) et baisse abrupte de 
la Survie cellulaire (b) au niveau du pic de Bragg. 
2- D'un autre coté, à TEL élevé, l'effet indirect de la radiation a une 
contribution mineure par rapport à l'effet direct. Ceci est du au fait qu'à haut TEL, 
l'ionisation est dense, et les sites d'ionisation sont rapproché, ce qui favorise la 
recombinaison radicalaires (Culard F. et al 2005). Ce dernier mécanisme de 
recombinaison minimise la réactivité de l'oxygène avec les radicaux, et par 
conséquent le stress oxydatif. Ainsi, le facteur OER (Oxygen Enhancement Ratio) 
(Alper et Forage, 1970) décroit brutalement dans zone du TEL élevé (Figure I.15). 
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Figure I.15 : Diminution de l'effet de 1' oxygène à haut TEL 
Nous trouvons que la caractéristique de haut TEL des ions lourds permettra 
aussi de résoudre le problème de radiorésistance des certains tumeurs (Haffty et al. 
1999). 
1.4.3 Possibilité de Contrôle du traitement 
En radiothérapie, le scanner à rayon X constitue la technique d'imagerie de 
référence pour réaliser la planification du traitement. Connaissant la région cible, 
délimitée par le médecin sur les images de scanner, le radiophysicien prévoit le 
traitement et calcule la dose à déposer dans cette région. 
Ainsi, le radiophysicien, pourra planifier un plan de traitement en se basant sur 
les données d'imagerie fonctionnelle et anatomique. Toutefois, la comparaison entre 
le plan de traitement fixé grâce à des études dosimétriques et le traitement réellement 
réalisé est souhaitable. La hadronthérapie offre cette possibilité de vérification. En 
effet, un faisceau d'ions lourds balistiques peut provoquer des réactions nucléaires le 
long de son parcours dans la matière biologique et engendrer la production de 
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fragments et nouveaux noyaux (Figure 1.16) (Schimmerling W et al 1989, Naruhiro 
Matsufuji et al 2003, Schardt D. et al 1996, Geithner Oksana, 2006). 
Figure 1.16 : Schéma de fragmentation des ions 12C arrivant sur une cible 
composée de molécules d' eau (H20). 
Certains de ces noyaux sont radioactifs et émetteurs de positrons, tel que le 
11 C et 10c. Cette propriété permet de visualiser par la (TEP) la distribution de dose 
pendant ou après l' irradiation en détectant les rayonnements gamma d' annihilation, et 
par conséquent de comparer la conformité de la dose délivrée à la dose prescrite 
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Figure I.17 : Comparaison entre la distribution de dose calculée et la distribution 
dose délivrée mesurée par la TEP (1 2C hadronthérapie, GSI) 
L'utilisation d'une caméra TEP permet de détecter les photons y, et ainsi de 
reconstruire une image de la concentration en positons. L'enregistrement de cette 
image peut se faire soit pendant le traitement, on parle alors d'enregistrement en ligne, 
soit après. En effet, certains noyaux émetteurs de positons comme le 11 C ont une 
demi-vie de 20 min, ce qui permet de réaliser l'examen TEP après le traitement. La 
Figure I.18 montre une photographie de la salle de traitement d 'hadronthérapie du 
centre GSI à Darmstadt (Allemagne), qui constitue l'unique centre de traitement 
utilisant la TEP en ligne. 
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Figure I.18 : Salle de traitement par hadronthérapie ( 12C, GSI à Darmstadt) 
1.5 Introduction au sujet de thèse 
Comme mentionné ci-dessus, le phénomène de fragmentation rencontré lors de 
la hadronthérapie offre l'avantage unique en radiothérapie de permettre de réaliser une 
image (in vivo) en trois dimensions du volume irradié, grâce à l'utilisation en temps 
réel d'une caméra TEP. Cependant, ces noyaux crées par des ions primaires n'ont pas 
exactement le même profil de pénétration que celui des particules incidentes et 
pénètrent au delà du pic de Bragg (Figure I.19) (Haettner E., 2006). 
0.7 
0 .6 z 0 .5 




O. 0 ~~__L_~-'-~--L~-L-....._-'--~_,___;___:u 
0 5 10 15 20 25 30 35 
cm H?O 
Figure I.19 : Formation des fragments secondaires le long du parcours d'un 
faisceau d'ions de carbone dans l'eau 
35 
Chapitre I - Introduction 
Malgré que le volume irradié dans la queue du pic soit beaucoup plus petit que 
celui irradié au niveau du plateau, on trouve que l'efficacité radiobiologique des 
radiations à ce niveau là est plus importante par rapport à celle des radiations 
primaires au début du parcours (plateau) (Uwe Schneider et al 2000). Ainsi, le risque 
de l'apparition de cancer secondaire et de mutations génétiques au-delà pic de Bragg 
n'est pas négligeable (Uwe Schneider et al 2000). En fait, il a même été démontré par 
certaines études que le risque de développement de cancers secondaires augmente 
avec le TEL (Alpen E.L. et al 1993, Burns F. J. et al 1994). L'estimation des risques 
de développement de cancers secondaires pour le traitement par la hadronthérapie se 
fait en se basant sur des données cliniques, tel que le suivie des patients traités, ou en 
se basant sur des études expérimentales au sein des laboratoires (Castro J. R., 1995, 
Castro J.R. et al 1997, Kamada et al 2002). 
À la sortie de l'accélérateur, les ions lourds sont dotés d'énergies de quelques 
centaines de MeV/u, ils sont ensuite faiblement ralentis au niveau du plateau et enfin 
hautement ralenti pour donner un nuage de noyaux de recul dont l'énergie varie de 
quelques dizaines de Me V à quelques centaines de ke V au niveau du pic de Bragg. 
Ces derniers sont encore ralentis principalement à travers des collisions binaires avec 
les noyaux et les atomes du milieu biologique. À ce niveau, les particules primaires 
ralenties ainsi que les noyaux de reculs continuent leurs parcours en cédant leurs 
énergies aux atomes cibles. Si l'énergie transférée excède un certain seuil, l'atome 
cible en question quitte son site moléculaire. Dans le cas d'un important transfert 
d'énergie, cet atome déplacé possède lui-même suffisamment d'énergie pour induire 
le mouvement d'autres atomes cibles, ce qui donne lieux à une «cascade de 
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collision ». Ceci génère des ions ayant des énergies variant de quelques eV à quelques 
keV, tout dépend de l'énergie transférée lors de ces collisions. 
Il est à noter que les ions primaires utilisés en hadronthérapie sont dépouillés 
de leur cortège électronique. En traversant une cible quelconque, ces ions ont 
tendance à remplir leurs niveaux d'énergies en capturant des électrons d'une molécule 
ou d'un agrégat. Ce processus de capture électronique n'est pas important au début de 
parcours de la particule. Ceci est du au fait qu'au début de leur trajectoire, les ions 
possèdent des énergies cinétiques balistiques, et par conséquent le temps d'interaction 
est trop faible, donc, la probabilité de capture électronique reste faible. En fin du 
parcours et précisément au niveau du pic de Bragg, ces ions sont suffisamment 
ralentis et peuvent capturer des électrons du milieu, induisant ainsi l'ionisation des 
atomes du milieu. Ceci conduit à un phénomène de répulsion coulombienne 
« explosion coulombienne » des ions formés, les mettant ainsi en mouvement avec 
des énergies hyperthermiques (Figure I.20) (Brédy R. et al, 2005, Schlatholter T. et al 
2004). Ainsi on trouve qu'au niveau de pic de Bragg, deux mécanismes contribuent à 
la génération d'ions hyperthermiques; le processus de collision binaire et le processus 
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Figure 1.20 : Distribution énergétique des fragments crées impact d' ions Xe25+ (500 
keV) sur la Thymine et l'Uracil en phase gazeuse. 
Ainsi, nous trouvons que les ions lourds hypertherrniques sont des espèces 
secondaires crées le long de parcours des ions lourds et principalement au niveau du 
pic de pic de Bragg et au de là. Il serait ainsi crucial d'essayer de comprendre et de 
décrire les effets de ces radiations ionisantes par l' étude des événements et processus 
qu'elles déclenchent lors de leur absorption par le milieu biologique en général et par 
l' ADN et ses composés en particulier où sont produites précisément les modifications 
les plus importantes quant aux altérations radio-induites. 
Cette étude présente aussi un grand intérêt en aéronautique. En effet, les 
rayonnements cosmiques sont formés en partie d'ions lourds (Reitz G., 1993, Ruffolo 
D., 2002). Ces derniers constituent l'un des principaux risques pour la santé des 
astronautes durant un vol spatial (Yang T. C. et al. 1997; Bottollier-Depois J. F et al, 
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2000) du fait qu'ils ont un grand pouvoir génotoxique. Le danger réside dans le fait 
que ces rayonnements sont très énergétiques (MeV-GeV) au point qu'ils peuvent 
même traverser le blindage de la navette spatiale et accéder aux astronautes, et par 
conséquent causer des dommages biologiques critiques et surtout à long terme. Parmi 
ces effets à long terme, on compte les cataractes, les risques accrus de cancer et la 
stérilité. Certains effets sur la santé peuvent sauter une génération et se manifester 
chez les descendants de la personne exposée qui leur aurait transmis des gènes ayant 
subi une mutation (Alpen E.L. et al ,1993; Reitz G. et al 1995). 
Il est bien connu que les effets biologiques, tels que les perturbations 
cellulaires, les mutations génétiques, les aberrations chromosomiques ... sont initiés 
par des dommages qui se passent au niveau de la structure de 1' ADN et de ses 
composés. Ces cibles moléculaires sont de dimensions se trouvant respectivement 
dans les échelles des nanomètres et même de l' Angstrom (A 0 ) (liens interatomiques), 
et donc peuvent être atteintes par des ions dans la gamme d'énergie hyperthermiques. 
Probablement, nous sommes les premiers à étudier les effets des ions lourds 
hyperthermiques sur l' ADN et ses composés (Z. Deng et al 2005, I. Bald et al 2006). 
Les premiers travaux effectués au sein de notre laboratoire sont dédiés à 
l'identification des produits de dégradations générés par impact ioniques sur des 
échantillons biomoléculaires en phase condensée. Plus précisément, ces études se sont 
intéressés à l'investigation par spectrométrie de masse des fragments qui désorbent du 
film organique. Or, en plus de ces fragments qui désorbent du film, il y en a d'autres 
qui restent piégés dans le substrat organique du fait qu'ils n'ont pas reçu assez 
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d'énergie cinétique de la part de l'ion incident pour vaincre la tension de surface et 
pouvoir désorber. 
Nous trouvons que par le genre d'investigations mentionnées ci-dessus, les 
fragments radio-induits piégés dans le substrat biomoléculaire demeurent ignorés. En 
principe, l'analyse de ces espèces est possible via des méthodes d'analyses chimiques, 
telles que la chromatographie liquide de haute performance (CLHP), la 
chromatographie liquide/spectrométrie de masse (CL/SM) et la résonance magnétique 
nucléaire (RMN). Toute fois, ces méthodes d'analyses nécessitent des quantités de 
produits qui dépassent leurs limites de détection (quelques ng pour CLHP et quelques 
pmol pour le CL/SM). De telles quantités de produits sont impossibles à générer en 
utilisant un faisceau d'ions. En effet, le faisceau ne peut irradier qu'une zone qui 
correspond au« spot» du faisceau qui est de l'ordre de 4 mm de diamètre. Même si la 
quantité de produit déposé et se trouvant au niveau du spot du faisceau est grande 
(obtenu par le dépôt d'un film épais), il n'y a que les monocouches superficielles qui 
sont atteintes par les ions. Cela est dû au fait que le profil de pénétration des ions dans 
cette gamme d'énergie varie de quelques Angstroms (À) à quelques nrn. Face à ces 
limitations, nous avons alors développé un irradiateur qui nous permet d'irradier une 
grande quantité de produit, et par conséquent de produire des quantités de produits de 
dégradation mesurables et détectables par les méthodes chimiques et biochimiques. La 
conception de base, la caractérisation et l'amélioration de l'appareillage ont été 
réalisées au sein de notre laboratoire. Un second appareillage également été développé 
dans notre laboratoire, il s'agit du système " spin-coating". Ce dernier système 
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permet de déposer des films minces de bases, de nucléosides, de nucléotides et même 
d'oligos d' ADN sur la surface interne d'un cylindre (Zheng Yi et al, 2004). 
En plus de la conception des deux machines, à savoir !'irradiateur et le 
système "spin coating", l'objectif de notre travail était de quantifier et d'identifier les 
dommages apportés à la structure de l'ADN cellulaire et au nucléoside de thymidine 
par l'irradiation avec des ions Argons 'Ar' hyperthermiques. Des plasmides d' ADN 
(pGEM-3Zf(-) (3197 paires de bases, E. coli DH5a) ont fait l'objet de nos premières 
investigations puis la thymidine. Les irradiations ont été réalisées à la température 
ambiante avec des ions Ar hyperthermiques à différentes énergies, à différents temps 
d'irradiations et aussi à différentes fluences d'ions (ion/cm2 s). 
Nos résultats montrent que les ions dans la gamme d'énergies hyperthermiques 
sont capables d'induire des dommages à la structure de l' ADN, tels que les cassures 
simples et doubles brins ainsi que les pontages interbrins. À l'échelle de la thymidine, 
ces ions ont principalement induit la libération de la base de thymine. Nous suggérons 
alors que, dans la gamme des énergies hyperthermiques, le pouvoir d'arrêt nucléaire 
Joue un rôle essentiel dans les dommages à l' ADN et aux nucléosides 
comparativement au pouvoir d'arrêt électronique. 
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II Méthodologie 
L'objectif de notre projet de doctorat est d'étudier l'effet des ions 
hyperthermiques, des espèces excitées et neutres sur des échantillons bio-organiques 
en phase condensée. Plus particulièrement, l'analyse des produits de dégradation qui 
restent piégés dans le film bio-organique, c'est-à-dire ceux qui ne désorbent pas. 
Pour réaliser de telle étude, nous avons conçu un irradiateur adapté à nos 
objectifs, à savoir l'irradiation d'une grande quantité de produits, ce qui permet 
d'utiliser des techniques d'analyse chimiques et biochimiques pour analyser les 
produits de dégradation radio-induits. Nous avons aussi développé un système de 
spin-coating pour la préparation de film mince de certaines molécules bio-organiques. 
Ce film couvre une large surface interne d'un cylindre qui constitue le support de nos 
échantillons en phase condensée. 
11.1 Conception de l'lrradiateur 
11.1.1 Vue d'ensemble de l'irradiateur 
L'irradiateur a été inspiré d'un prototype conçu par le Dr L. Sanche (Sanche 
L. et al, 1976). Le développement a pris environ deux années pour la conception, 
suivie d'une année de tests et d'ajustements. La Figure II.1 représente une illustration 
schématique des différentes parties de !'irradiateur. Le système est constitué de trois 
parties distinctes : un canon à électrons, un porte-échantillon cylindrique et une tasse 
de Faraday. Le tout se trouve dans une chambre à ultravide (CUV) (Figure II.2) qui 
communique avec un système à gaz (Figure II.3). Toutes les pièces qui constituent 
cet irradiateur sont usinées en acier inoxydable 304 non magnétique. 
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Figure IL 1 : Figure schématique de }'irradiateur. (A), (B) et (C) sont les photos 
réelles respectifs du porte échantillon, de la tasse Faraday et du canon à électrons 
Figure II.2 : Photo réelle de la chambre ultravide 
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Figure 11.3 : Photo réelle du système à gaz 
L'introduction des gaz vers la zone d'interaction est contrôlée par une vanne-
fuite. Le vide dans la CUV doit être suffisant pour que la probabilité de rencontre 
d'un électron ou d'un ion le long de leurs parcours avec une molécule de gaz soit 
quasiment nulle. Nous parvenons à atteindre ce vide poussé qui est de l'ordre de 
5x10-9 Torr à l'aide d'une pompe turbo moléculaire (70 lis), couplée à une pompe 
primaire à diaphragme sans rejet d'hydrocarbones (Pfeiffer). Un étuvage du système à 
vide à 200°C a été effectué pour dégazer les surfaces internes du système à gaz et de 
la chambre à vide, et ce afin d'éliminer les molécules d'eau et les molécules de C02 
adsorbées sur les parois. 
Lors des expériences, nous devons ouvrir le système presque à tous les jours 
pour installer l'échantillon afin d 'effectuer l'irradiation dans le jour qui suit. Dans ces 
conditions, et après un pompage durant la nuit (d'une durée d'environs 12 h), la 
pression atteinte dans la CUV est autours de 2 x 1 o-8 torr. Les mesures des pressions 
dans la CUV et dans le système à gaz se font respectivement à l'aide d'une jauge 
ionique (Pfeiffer) et d'une jauge thermocouple (Granville-Phillips). 
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11.1.2 Le canon à électrons 
Le faisceau d'électrons est obtenu grâce à un canon à électrons conçu dans 
notre laboratoire (Figure II.4). Les électrons sont émis par effet thermo-ionique par 
une cathode qui est chauffée indirectement par un fil de tungstène parcouru par un 
courant variant entre 2 A et 5 A. Les électrons sont extraits par l'anode et par la suite 
focalisés à l'aide d'une série de quatre lentilles électroniques (L1, Lz, L3 et L4) 
électriquement isolées par des disques de céramique. La collimation du faisceau 
d'électrons est contrôlée en ajustant sur les voltages appliqués aux différentes 
lentilles électroniques, L1, L2, L3 et L4. Au niveau de la zone d'interaction, les 
électrons sont confinés à l'intérieur d'une grille (G1) coaxiale d'un diamètre de lem, 
de potentiel nul, grâce à un champ magnétique longitudinal (200 G) à la trajectoire 
des électrons. Le dernier champ magnétique est généré par deux de bobines 
d'Helmholtz placées de part et d'autre de la chambre à vide. L'énergie des électrons 
est définie par la différence de potentiel entre la grille G1 et l'émetteur d'électrons, 
avec une résolution variant entre 100 et 300 meV (Smyth et al, 1973; Stockdale J. A. 
D. et al, 1975). La grille (G1) est entourée par une deuxième grille (Gz). Lors de la 
caractérisation du système, notamment lors de la détermination de la distribution 
d'énergie des ions, nous avons utilisé le système des deux grilles. Pour les 
irradiations des films bio-organiques, la deuxième grille G2 est retirée car elle 
interférait avec la trajectoire des ions. 
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L'émetteur de BaO 
Figure II.4: Photo réelle du canon à électrons associé aux grilles 0 1 et 0 2 
Après avoir traversé la zone d'interaction, le faisceau d'électrons focalisé est 
collecté par une tasse Faraday qui permet la mesure de l' intensité du courant 
d'électrons. La tasse de Faraday ainsi conçue est composée de deux cylindres 
concentriques de 2.54 cm de profondeur chacun, et qui ont des ouvertures de 
diamètres respectifs de 0.45 cm et 1.5 cm. Le tout est entouré par un troisième 
cylindre de blindage qui est connecté à la masse (potentiel nu~ 'shield' ) ayant une 
ouverture de 2 cm de diamètre, et qui est couvert par une grille en tungstène ayant 
une transparence qui est de l'ordre de 85 %. Celle-ci permet d'uniformiser le potentiel 
au niveau de la zone de collision, et empêche la pénétration des lignes de champs qui 
sont dues au potentiel attractif appliqué à la partie centrale du détecteur Faraday. 
Comme le montre la Figure 11.1 , le cylindre central de la tasse Faraday 
présente un angle solide externe qui s'étend de l'ouverture d'entrée du faisceau 
jusqu'à la base. Il est maintenu à un voltage de 1 OO V par rapport à la masse et donc 
par rapport au cylindre de blindage. Cette conception empêche le retour des électrons 
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rétrodiffusés et des électrons secondaires vers la zone de collision. Le courant 
d'électrons est contrôlé par l'ajustement de la tension de la plaque extractive, et la 
focalisation du faisceau d'électrons est atteinte enjouant sur les potentiels des lentilles 
L1, Lz, L3 et L4. Nous nous assurons alors d'une bonne collimation lorsque nous 
mesurons un courant maximum sur la partie centrale (center) du détecteur de Faraday 
et des courants minimums sur les parties périphériques (Shield, extemal), ainsi qu'un 
courant électronique nul sur le porte échantillon. 
La cathode est constituée d'un petit tube en tungstène poreux ayant un 
diamètre D = 2 mm et une longueur L = 4 mm, revêtu d'Oxyde de Baryum (BaO), 
matériel qui favorise l'émission d'électrons à des températures inférieures à 1000°C 
(Sproull R.L., 1945; Hungs C. S. et al, 1950). Cet émetteur est fort avantageux 
comparé aux émetteurs standards (filament de tungstène en forme d'épingle de 
cheveux) qui nécessitent des températures de chauffage relativement hautes (2500 -
2800 °C ), ce qui engendre un réchauffement inutile de l'échantillon. 
11.1.3 L' Analyseur de gazs résiduels 
L'analyseur de gaz résiduel (AGR) (1-200 amu) est installé en communication 
avec la chambre à vide. L' AGR permet de vérifier la pureté des gaz introduits et aussi 
d'identifier la composition des gaz résiduels contenus déjà dans la chambre ultra vide. 
En fait, la connaissance de ces contaminants semble primordiale car leur présence 
influe beaucoup les résultats des analyses. D'autre part, l' AGR nous permet 
également d'identifier les espèces ioniques créées par impact électronique, et ceci se 
fait par l'addition d'une série de lentilles électrostatiques à l'entrée de l'analyseur. 
Nos expériences, sont dédiées à l'étude des effets des ions Ar sur le plasmide d' ADN 
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et sur la thymidine. Le gaz de réaction que nous avons utilisé est don de l'argon ultra 
pure (Ar, pureté: 99, 99 %, Praxair). La contribution des gazs résiduels est minime 
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Figure II.5: Spectre de masse du gaz d' Argon 
Ces gazs résiduels sont formés principalement d'eau et d'hydrogènes et de 
quelques traces d'hydrocarbures. Dans la mesure où seul l'argon a été utilisé pour nos 
expériences, l' AGR a été enlevé et remplacé par un thermocouple (Chrom/Alumel, K) 
connecté au porte-échantillon afin de contrôler sa température, et par conséquent la 
température de l'échantillon qui couvre la surface interne du cylindre. 
11.1.4 Créations du faisceau d'ions argon 
Les ions sont crées par impact électronique sur un gaz ultra pur. L'admission 
du gaz dans la chambre ultravide est contrôlée par une vanne micro fuite «leak 
valve». La valeur de la pression dans l'enceinte est donnée par une jauge ionique. 
Les ions ainsi créés sont accélérés vers le film bio-organique, qui couvre la surface 
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interne du cylindre, en appliquant une tension attractive au porte-échantillon qui en 
contact électrique avec le cylindre. La différence de potentiel entre la grille G1 et le 
porte-échantillon permet de mesurer l'énergie cinétique des ions qui bombardent la 
cible bio-organique. Les ions Ar utilisés pour bombarder nos cibles bio-organiques 
sont créés par impact d'un faisceau d'électrons sur un gaz d'argon ultra pure. 
L'énergie et le courant des électrons sont respectivement 80 eV et 500 µA. Le courant 
des ions mesuré sur le porte échantillon varie de 1 OO nA à 10 µA, selon la pression du 
gaz dans la chambre de collision. L'énergie des ions varie entre quelques meV et 500 
eV. Le courant ionique est formé de 10 % d'ions Ar++ et de 90 % d'ions Ar+ (Figure 
11.5), mais à coté de ces ions de réaction, des ions résiduels issus de l'ionisation des 
gazs résiduels sont aussi créés. Nous avons mesuré ce courant résiduel, qui est de 
1' ordre de quelques nN 62 cm2• La contribution des ions résiduels aux dommages des 
films bio-organiques est non significative. 
11.2 Préparation des échantillons bioorganiques 
11.2.1 Préparation des échantillons de thymidine 
Le système de spin-coating 
Un film mince de l'échantillon bio-organique étudié est déposé sur la surface 
interne d'un cylindre. Nous avons développé une machine adaptée à de telles 
configurations de dépôt. Cette machine est similaire à un prototype précédemment 
conçu (Yi Zheng et al, 2004) pour déposer des films bio-organiques dans le but 
d'étudier les effets des électrons lents sur ces échantillons. 
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Lors de la conception de notre système de spin-coating (Figure II.6), nous 
avons apporté des améliorations afin d'améliorer la qualité des films. 
Figure II.6: Photo réelle du système spin-coating 
Ce système comprend les éléments suivants : 
A- Une boite en Aluminium avec un couvercle en Plexiglas, 
B- Un moteur placé à l' extérieur de la boite qui entraîne un tube en acier 
inoxydable (que nous détaillons ultérieurement) par un couplage magnétique. 
C- Un système de pompage qui permet d'évacuer la vapeur du solvant dans le quel 
est dissous l'échantillon bio-organique. 
Procédure de dépôt 'Spin -Coating' 
Les cylindres qui seront utilisés comme support des échantillons bio-organiques 
sont traités à l'acide pour éliminer les impuretés adsorbées à la surface lors de leur 
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usinage. Pour réaliser un tel dépôt, trois cylindres sont utilisés, préalablement nettoyés 
à l'acétone et au méthanol. 
Chacun de ces cylindres est placé dans un tube de Téflon ayant deux trous aux 
extrémités permettant la ventilation et l'évacuation de la vapeur de solvant (Figure 
II.7 (a)). Deux anneaux en acier inoxydable, de même diamètre et de même épaisseur 
que les cylindres, sont ajoutés de part et d'autre (Figure II.7 (b)), afin d'éliminer 
l'accumulation du produit sur les extrémités du cylindre (Figure 11.8). Ceci garanti 
une meilleure uniformité le long du cylindre. 
Les trois tubes de Téflon comportant les trois cylindres sont connectés par des 
anneaux (de Téflon) percés (Figure II.7 (c)), le tout est placé dans un grand tube en 
acier inoxydable percé aux mêmes niveaux que les trous des anneaux séparateurs des 
tubes (Figure 11.7 (d)). Ceci permet l'injection de la solution de l'échantillon à étudier 
à l'intérieur du cylindre et la ventilation et l'évacuation de la vapeur de solvant. 
Le tube en inox est relié à l'axe du moteur du système spin coating (Figure 11.6). 
Le tout doit être parfaitement horizontal, afin d'éviter les vibrations du tube lorsqu'il 
est entraîné en rotation par le couplage magnétique. 
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Figure II. 7 : Manipulations effectués lors de la procédure du dépôt spin-coating 
Le dépôt du matériel bioorganique est réalisé en injectant un volume 3ml d'une 
solution (40 µM) calibrée de thymidine (dThd) (Sigma Aldrich) correspondant à une 
masse de 30 µg de produit déposé sur la surface interne de chaque cylindre. La boite 
est fermée avec le couvercle (Plexiglas) et le moteur est mis en marche. La vitesse de 
rotation est augmentée graduellement jusqu'à 1700 tps. Sous l' effet de cette rotation, 
la solution est plaquée à la surface interne du cylindre sous l' effet d'une force 
centripète. 
Nous démarrons le pompage au niveau de la boite, en ouvrant minutieusement 
la valve séparant la boite du système de pompage. La pression baisse, ce qui entraîne 
un changement de phase du solvant. À 2 torr, nous passons de l'état liquide à l' état 
solide. En continuant le pompage, la pression continue à diminuer, et le solvant solide 
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subit une sublimation et se transforme en vapeur. Cette dernière sera évacuée par 
pompage dans le restant de la procédure, qui dure à peu près 30 min, et la pression 
finale atteinte est alors de l'ordre de 50 mtorr. 
À cette pression, le solvant est complètement évacué, et il ne reste qu'un 
mince film de thymidine qui demeure étalé sur la surface interne du cylindre. La boite 
est ensuite ventilée par un flux d'azote pour prévenir la condensation de l'eau à la 
surface du film refroidi par la baisse de pression. 
Un test par autoradiographie a été fait sur un film déposé par cette technique 
ceci afin de vérifier le degré de l'uniformité du film. Pour cela, 3 ml d'une solution 
d'uracile de concentration 0,1 mM, mélangé avec 10 µCi de Ur, 1,8 MeV, 32P]-
Adénosine Triphosphate (ATP) est déposée sur la surface interne d'un cylindre par la 
technique spin-coating. Un film photosensible est placé en contact du film déposé 
pendant 45 min. Le rayonnement p- émit par le 32P va impressionner le film 
photosensible en fonction de la quantité de radioactivité et par conséquent en fonction 
la quantité d'Uracil déposé (Figure II.8 (a)). L'analyse du niveau du gris par le 
logiciel (Image J (NIH)) permet de vérifier que l'épaisseur du film est suffisarnent 
uniforme (variation de l'ordre de 10 %) le long du cylindre, avec une épaisse de 
l'ordre de 3.7 nrn, ce qui correspond à peu près à 7 monocouches (Figure 11.8 (b)). 
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Figure II.8 : (a) Variation du niveau du gris sur le film photosensible, 
(b) Distribution spatiale du film 
Un dépôt excessif de produit est noté aux niveaux des extrémités du cylindre 
au contact des deux anneaux (Figure Il.7 (b)). L' analyse des échantillons déposés par 
CLHP montre que cette technique de dépôt dégrade environ 3 % du produit et que le 
taux de récupération (Illàrhd déposé I ffidThd dans 3ml de solution) varie entre 60% et 75 
% du total de la masse du produit injecté. 
Le cylindre couvert de thymidine est inséré dans le porte échantillon en 
assurant un bon contact électrique. 
Après l'irradiation, on récupère l' échantillon de dThd irradié avec 5 ml de 
solution calibrée de 1,3 dMeUr (50 ng/ml). Ce dernier est utilisé comme standard 
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interne permettant une quantification de la perte de produits due aux diverses 
manipulations comme la récupération, le séchage, l'injection et la détection lors des 
analyses par CLHP. 
La solution de récupération est ensuite séchée au roto vaporisateur et le résidu 
obtenu est redissout dans 250 µl de tampon phosphate (40 mM, pH=5.5), constituant 
la phase mobile de l'élution. 50 µl des 250 µl sont utilisés pour faire l'analyse par 
CLHP. Ces analyses utilisent une colonne à phase inverse ODS-AQ (3µm, 150 x 6 
mm, Waters), maintenue à 30 °C. L'élution se fait avec 100 % de tampon phosphate 
pendant les 20 premières minutes puis avec un gradient linéaire d'acétonitrile (0 - 2,5 
%) entre 20 min et 60 min. Le flux de l'éluant est de 1 ml/ min, et la détection des 
produits se fait par un spectromètre UV (2487 model, Waters). La technique CLHP 
est décrite ci-après. 
11.2.2 Préparation des échantillons d' ADN 
Le plasmide d'ADN utilisé pour notre étude est le ( pGEM-3Zf(-) 3199 pb, 
Promega) qui est extrait des cellules E. coli DH5a, et puis purifié pour enlever les sels 
et les protéines. Les analyses par gel électrophorèse montrent que le plasmide purifié 
contient 95 % de plasmide surenroulés et 5 % de plasmide linéaire. La préparation des 
échantillons de plasmide d' ADN par la procédure « spin-coating » engendre un grand 
dommage de base à l'échantillon, ce qui nécessite une grande quantité de produit pour 
pouvoir couvrir toute la surface interne du cylindre. Nous avons par la suite adopté 
une technique de lyophilisation pour la préparation de films de plasmide d' ADN 
(Boudaïffa B. et al, 2000). 
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Les échantillons sont déposés sur une feuille de tantale préalablement 
nettoyée par ultrason, avec de l'acétone et du méthanol. Trois gouttes de 10 µl de 
solution de plasmide (500 ng) sont alors déposées sur la feuille de tantale refroidie à 
l'azote liquide. La feuille est placée dans le lyophilisateur pour éliminer le solvant. 
Les échantillons de plasmide secs se présentent sous forme de disque de 4 mm de 
diamètre et de 28 nm d'épaisseur. Le dépôt est réalisé sous atmosphère inerte d'azote 
gazeux. Les feuilles de tantale sont transférées à l'air libre et installées au niveau du 
porte-échantillon dans la chambre ultra vide. 
11.3 Les techniques d'analyse post irradiation 
11.3.1 Électrophorèse en gel d'agarose 
L'analyse des échantillons 'contrôles' et 'irradiés' de plasmide d' ADN se fait 
par électrophorèse en gel d'agarose. Il s'agit d'une méthode utilisée en biochimie et en 
biologie moléculaire pour séparer l'ADN, l'ARN ou des protéines en fonction de leur 
taille. La méthode de l'électrophorèse en gel d'agarose est basée sur le déplacement 
des acides nucléiques chargés négativement sous l'effet d'un champ électrique, et ce 
déplacement s'effectue à travers la matrice du gel d'agarose (Figure II.9). Les 
molécules de plus petite taille se déplacent ainsi plus rapidement et migreront plus 
loin que les molécules de taille supérieure. Un autre facteur important qui affecte le 
déplacement de la molécule d' ADN plasmidique est la conformation. L' ADN se 
présente sous trois conformations: suremoulé, circulaire ou linéaire. Les formes 
circulaires et linéaires sont générées respectivement par des brisures simples et double 
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Figure II.9 : Électrophorèse par gel agarose 
SURENROULÉ 
Figure II. l 0 : Les trois conformations du plasmide de l' ADN 
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L'augmentation de la concentration d'agarose dans un gel réduit la vitesse de 
migration et permet la séparation de fragments d'ADN de petites tailles. En revanche, 
plus le voltage est important, plus la vitesse de migration augmente. Toutefois, le 
voltage est limité en intensité : En effet, un fort voltage induit une augmentation de 
température, ce qui peut faire fondre le gel. 
Du SYBR Green, un agent d'intercalation fluorescent couramment utilisé 
comme marqueur d'acide nucléique est ajouté au gel d'agarose pour notre étude. La 
concentration en agarose dans le gel était de 1 %, le voltage de 75 V et le temps de 
migration de lh 30'. Pour chaque analyse, des contrôles ainsi que des échantillons 
irradiés sont placés dans les puits du gel. Après l'électrophorèse, le gel est scanné par 
un lazer (Storm, Molecular Dynamics, Sunnyvale CA) afin d'observer les bandes 
d'ADN fluorescente (Figure II. 7). Les bandes correspondant à chacune des 
conformations (surenroulée, circulaire et linéaire) sont identifiées et quantifiées. Ceci 
permet de mesurer les dommages radio induits à l 'ADN et principalement les cassures 
simple et double brins. 
11.3.2 La technique CLHP 
Pour nos travaux sur les nucléosides de thymidine, nous avons utilisé la 
chromatographie liquide haute performance (CLHP) pour analyser les produits de 
dégradation radio-induits par l'irradiation par les ions Ar hyperthermiques. 
Cette technique d'analyse est particulièrement adoptée à la pharmacologie et 
en biochimie. Elle se distingue de la chromatographie classique par l'emploi de 
détecteurs dont le signal est automatiquement capté puis analysé par un ordinateur. 
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Les chromatogrammes enregistrés pour une longueur d'onde donnée montrent 
l'évolution des pics à une longueur d'onde donnée en fonction du temps et chaque pic 
représente un produit qui est élué. La figure II.11, représente schématiquement les 
éléments d'un chromatographe liquide. 
Figure 11.11 : Schéma des éléments d'un chromatographe liquide de haute 
performance 
Le flux des solvants est contrôlé par une pompe à pistons qui est munie d'un 
système de gradient permettant d'effectuer une programmation de la nature du solvant. 
Elle permet de travailler soit en mode isocratique, c'est-à-dire avec 100% d'un même 
éluant tout au long de l'analyse, ou encore en mode gradient, c'est-à-dire avec une 
variation de la concentration des constituants du mélange d'éluant. 
Le choix des solvants qui vont servir pour l'élution ainsi que la méthode de 
séparation constituent la partie la plus difficile de ce type de chromatographie. Dans 
le développement d'une méthode de séparation en CLHP, les solvants les plus utilisés 
sont méthanol-eau et acétonitrile-eau. Il faut ajuster le pourcentage du mélange 
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jusqu'à l'obtention d'une séparation acceptable, tout en respectant les performances 
de la machine. Lors de son passage, l'éluant entraîne l'échantillon introduit dans 
l'injecteur vers la colonne. La colonne est la partie essentielle de l'analyseur CLHP, 
c'est elle qui assure la séparation des différents composés de l'échantillon. Il s'agit 
d'un tube construit en matériau inerte, souvent en inox ou en verre. Sa section est 
constante, avec un diamètre compris entre 4 et 20 mm et une longueur de 15 à 30 cm. 
Cette colonne est remplie de phase stationnaire. 
On distingue deux types de phases en CLHP, la phase normale et la phase 
inverse. La première constituée de gel de silice, qui est un matériau très polaire et qui 
utilise un éluant apolaire. Ainsi, lors de l'injection d'une solution, les produits polaires 
sont retenus dans la colonne, contrairement aux produits apolaires qui sortent en tête. 
Quant à la phase inverse est hydrophobe, elle est majoritairement composée de silice 
greffée de chaînes linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C8 et C18). Cette phase est 
peu polaire et nécessite donc un éluant polaire (ACN, MeOH, H20). Dans ce cas, ce 
sont les composés polaires qui seront élués en premier. Dans nos analyses, nous avons 
utilisé une colonne à phase inverse, qui présente une meilleure stabilité dans le temps , 
ce qui offre une meilleure qualité de séparation et reproductibilité pour une bonne 
durée d'utilisation. 
La séparation est mise en évidence par un détecteur. Deux types de détecteurs 
sont classiquement utilisés : le détecteur à absorption dans l'ultraviolet et le 
réfractomètre. Le premier est le type de détecteur couramment utilisé car il est très 
sensible, et sa réponse varie linéairement avec la concentration de 1' échantillon. 
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Certains détecteurs sont utilisés pour des longueurs d'ondes variant dans une gamme 
précise, tel que la lampe au Deutérium (190-350 nm), tandis que d'autres sont utilisés 
à une ou à deux longueurs d'onde fixes, comme c'est le cas du détecteur qui est 
utilisés dans nos analyses (210 nm, 260 nm). Pour que ce type de détecteur soit 
utilisable, il faut que le produit à détecter absorbe la lumière à une longueur d'onde 
accessible à l'appareil. Pour le réfractomètre, ce_détecteur est basé sur la différence 
d'indice de réfraction entre la phase mobile et l'éluent à la sortie de la colonne. Son 
utilisation est moins répandue que celle du détecteur UV à cause de sa plus faible 
sensibilité. De plus, il est très sensible aux variations de température. 
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A Novel Apparatus to Measure Hyperthermal Heavy Ion Damage to 
DNA: strand breaks, base loss, and fragmentation 
L. Sellami, S. Lacombe*, D. Hunting, R. Wagner, and M. A. Huels 
Review of Scientific Instruments, (2007), Vol. 78, pp. 085111, 
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5N4, Canada 
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Université de Paris - Sud, Orsay Cedex, France. 
Abstract 
We have developed a novel apparatus that allows us to irradiate non-volatile 
organic films of high mass (1-1 OO µg range) spread out over a large surface area ( 42 
cm2) with low energy (kT - 100 eV) heavy ions, and quantitatively analyse the film 
substance via standard biochemical techniques afterwards. Here we discuss the details 
of the apparatus and method, and show that it allows us to measure substantial 
damage to double stranded DNA molecules (plasmids) and its fundamental sub-units 
induced by heavy ions with unprecedented low energies, i.e. 2.5 eV /amu; these 
energ1es 
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correspond to track end energies of stopping ions, or secondary ions created along 
primary ion tracks. We find that hyperthermal Ar+ ions interacting with plasmid DNA 
will lead to formation of single and double strand breaks, as well as fragmentation of 
nucleosides, which also involve chemical modifications, and site specific rupture 
along the Nl-Cl glycosidic bond, resulting in base release. In cells, such localized 
clustered damage will enhance the severity of DNA strand lesions, thus making them 
harder to repair. 
1. Introduction 
The main goal in cancer radiotherapy is the conformai delivery of a radiation 
dose to a cancerous volume, while sparing surrounding healthy tissues. Among all the 
radiations used in cancer therapy, heavy ions are more effective for localized tumours, 
mainly due to their excellent physical dose deposition. Compared to conventional 
radiations (electrons, X and y rays), which have a maximum dose deposition upon 
entry in a medium (1, 2], the depth-dose distribution of heavy ions is characterized by 
a low dose plateau upon entrance, and a pronounced maximum, the Bragg peak, near 
the end of their ranges. This allows targeting of deep-seated tumours, or tumours close . 
to sensitive organs, with a much reduced risk to normal tissues. It also contributes to 
the enhanced RBE (relative biological effectiveness) of heavy ions compared to 
conventional radiations [3,4]. Besides the emerging importance ofheavy ions in cancer 
radiotherapy, these particles also constitute a major health risk for crews aboard air or 
spacecrafts [5, 6], since outside the protective shielding of the earth's atmosphere they 
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are exposed to increased levels of space radiations, composed mainly of protons, 
alpha particles [7, 8], and heavy ions, which present the most serious carcinogenic risk 
[9, 10]. 
Thus, a detailed knowledge of the nascent effects of heavy ions on important 
cellular components, particularly DNA, is essential for the development of rigorous 
theories of radiation action at the cellular and molecular level, for reliable risk 
estimates for space radiations, and for improved dose estimates in tumour 
hadrontherapy. It is believed that the biological effects of ionizing radiation arise 
mainly from the initial physical and chemical transformations induced by the 
deposition of energy in the cell nucleus that contains the DNA, which is considered 
the main radiation target [11 , 12, 13]. Radiation damage to DNA includes strand breaks, 
and loss, fragmentation, or modification of the basic DNA sub-units (bases, 
nucleotides, nucleosides). These molecular lesions are partly due to direct energy 
depositions (direct effect), and partly to the chemical interaction of radicals products 
near DNA (indirect effect) [14, 15]. Current models of heavy ion radiation effects are 
based on the assumption that it causes DNA damage via similar pathways as 
conventional ionizing radiation, involving mainly simple ionization, single bond 
cleavage, and slow radical attack, but modulated by its different track structure and 
higher ionization density [16' 17). However, recent studies have shown that at the 
molecular level the nascent (physical) effect of MeV range heavy ions on DNA bases 
produces not only complete molecular fragmentation, but also leads to the formation 
of energetic secondary ions (singly or multiply charged), with energies that range into 
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the hundreds of eV range [18, 19, 20, 21]. Subsequent ion beam studies have shown that 
even secondary heavy ions with such low energies (10- 200 eV) can also induce 
efficient clustered damage to DNA components (base, sugar, nucleoside) condensed 
in films, not only via physical mechanisms (i.e. kinetic and potential energy effects), 
but also via physico-chemical processes, such as reactive scattering of the ionic DNA 
fragments [22, 23, 24, 25]. These studies suggest that the difference between sparsely 
ionizing radiation (electrons and photons) and densely ionizing heavy ion tracks 
reaches beyond track structure and density, and may also be linked to the different 
hyperthermal secondary particles created along the ion tracks. 
The main goal shared among these previous molecular studies, which use 
focused ion beams exclusively, was the identification of degradation products 
generated by ion impact on biomolecular films, as well as the determination of their 
relative yield dependence on particle fluence or energy. It should be noted that such 
ion beam stimulated desorption experiments are the most developed and used in this 
research field. Such methods allow the detection and analysis of desorbing ions and 
neutral products from the irradiated films by a mass spectrometer inside the vacuum 
chamber, which is possible only if the incident ion energy and current exceed 
respectively the desorption energy and current threshold. The main benefit is that the 
analysis is in situ, in real time, and requires no chemical analysis. However, an 
important disadvantage to beam methods is that the effect of ions with energy and 
fluence lower than desorption energy and fluence thresholds can not be investigated. 
Also, if the ion fluence density is too large, secondary interactions will take place in 
the films and this may prohibit precise identification of the primary degradation 
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products. It is noted that, with the ion stimulated desorption methods, only fragments 
that desorb from the films, can be detected on the basis of their charge, energy and 
mass. Also, no chemical, e.g. structural, information is easily obtained, unless 
expensive mass spectrometric techniques ( e.g. Time of Flight Mass Spectrometry, 
ToF MS/MS) are used in situ. Nevertheless, it is clear that besides these desorbed 
fragments, many other degradation and or chemical reaction products are produced 
and trapped in the films because they either have insufficient energy to desorb, or 
react chemically and remain in the films. Yet, so far, the investigation of such new 
products that remain in such films has been largely unexplored. In principle, trapped 
products can be analyzed outside the vacuum chamber via chemical methods such as 
gel electrophoresis in the case of DNA, or high performance liquid chromatography 
(HPLC), Liquid Chromatography/Mass spectroscopy (LC/MS), and nuclear magnetic 
resonance (NMR). However, such analyses require larger quantities of degradation 
products (at least 2 ng for HPLC and few pmol for LC/MS), which are not easily 
produced in low intensity (nA) beam experiments on thin films often containing 200 
ng of molecules, or less [25]. Thus, producing degradation and reaction products with 
sufficient quantities above the detection limits of standard chemical and biochemical 
analytical techniques is difficult and/or expensive with focused ion beam methods. 
Moreover, these studies use ion beams which are well focused on a small spot on the 
film, so only a small part of the sample is irradiated. On the other hand using thicker 
film is not suitable, since during low energy (low penetration depth) ion impact it 
leads to charge build-up on the surface of the dielectric biomolecular films which will 
prevent subsequent incident ions from reaching the sample. 
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As a consequence low energy ion-beam stimulated desorption methods are 
mainly useful for the in situ investigation of desorbing degradation products at ion 
energies and currents superior to thresholds, while the quantities of radiation products 
formed in the films is small. Furthermore, any new ion induced physico-chemical 
reactions induced at ion-beam energies below the desorption threshold are 
unobservable in desorption experiments. Therefore, we have developed a novel 
technique that allows us to irradiate biomolecular films spread out over a large surface 
area with very low energy ions, and recover the films for subsequent biochemical 
analysis. While this avoids the use of thick films, and thus charge build up on the 
surface, it allows us to irradiate sufficient amounts ofbiomolecular sample (up to 100 
µg) such that the amount of degradation/reaction products formed in the film is 
sufficient for quantification as well as identification via chemical and biochemical 
techniques. Additionally, this method allows absolute total quantum yields of reaction 
products to be determined, which is notoriously difficult in ion-beam desorption 
measurements. Conversely, unlike in the ion beam methods, here fragment desorption 
measurements during ion impact are not possible, and the primary ions that impact on 
the films are not mass selected. However, as will be seen in the discussion, this latter 
difficulty is circumvented by either using ultra-pure atomic gases, and/or varying the 
electron impact energies used to ionize the reaction gases. 
Here we present this novel technique and apparatus which allows us to 
irradiate high mass biomolecular films, such as those containing DNA or its 
components, with heavy cations of a well defined energy and fluence, and analyze the 
final degradation products that are produced in the films. The present apparatus also 
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allows us to (a) vary the ion energy between thermal energies and 100 eV, (b) 
measure the ion fluence at the target film directly, and ( c) irradiate lyophilized films 
of plasmid DNA, or spin coated films ofDNA components. In this paper, we describe 
and report the performance of this hyperthermal energy ion irradiator capable of 
irradiating large quantities of non-volatile organic and biomolecules, spread out as 
thin films on a large surface area. The spin coating method for preparing films of such 
molecules over a large surface area is also described. In this contribution we describe 
the details of the apparatus/method and also report the first results on films containing 
either thymidine, or DNA plasmids, which were irradiated with hyperthermal Ar+ 
ions, and describe the characteristics of the methods used. To the best of our 
knowledge, these measurements are the first of their kind which show that heavy ions 
with near track end energies well below the keV range can induce important 
genotoxic damage on the molecular level of double stranded DNA. We find that 100 
eV (2.5 eV/amu) Ar+ ion impact on double stranded plasmid DNA and nucleosides, 
leads to the efficient formation of single and double strand breaks (SSB and DSB), 
which is moreover associated with base loss from the nucleoside, as well as multiple 
fragmentation of the sugar-base complex. 
Our results show that even near the end of their tracks, i.e. beyond the dose 
deposition Bragg peak where their energy has been reduced to the 100 eV (a few 
eV/amu) range, heavy ions can still induce important damage to DNA. The basic 
physical and chemical processes observed in both high and low energy ion 
interactions with DNA components are believed to be operative in large DNA 
molecules in a real bio-medium; thus, our present results suggest that both, secondary 
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ions, or primary ion track ends, may cause substantial genotoxic lesions in irradiated 
cells. The present results therefore unfold a fundamentally different picture of heavy 
ion therapy from 
conventional radiation therapy, which reaches beyond single ionization or simple 
bond cleavage, or diffusion limited radical reactions. 
II. Experimental Methods 
A. The ion irradiator 
A Schematic diagram of the apparatus is shown in figure 1. It consists of three 
main components housed in an ultra high vacuum (UHV) chamber: the electron gun, a 
cylindrical sample holder, and a Faraday cup (FC); a reaction gas system (not shown) 
is attached via a high precision leak valve. The base pressure is maintained at 5x10-9 
Torr (without samples in the UHV) via a 70 l/s hydrocarbon free turbo molecular 
pumping station (Pfeiffer); when samples are introduced the pressure in the chamber 
is about 2x10-8 Torr after ovemight pumping (ca. 12 hrs). The same turbo pump can 
evacuate the reaction gas system to a background pressure of 10-7 Torr (via a bypass 
valve), prior to loading to about 1500 Torr with an ultra pure reaction gas. 
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Helmholz 
Co ils 
Figure 1: Schematic of the ion irradiator geometry used here. FC is a shielded (FCs) 
two element Faraday cup (see text), Tc a thermocouple to measure the sample holder 
temperature during experiments, and VF is the bias voltage (relative to the grid G) on 
the indirectly heated W-BaO surface emitter that produces the electron beam, which 
enters the grid region from the left. The Helmholz coils collimate the electron beam 
with a 200 G magnetic field. 
A residual gas analyzer (RGA) quadropole mass spectrometer allows us to 
monitor the residual gas composition at base pressure (10-9 - 10-8 Torr), and the 
reaction gas purity. A thermocouple (Tc) is attached to the sample holder to monitor 
the sample temperature during the experiments. Helmholz coils produce a uniform 
axial magnetic field of 200 G in the interaction zone to collimate the electron beam, 
and to prevent electrons from reaching the sample surface. The electron beam 
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produced by the emitter is extracted (Ex) and focused by a series of lenses (Ll - L4) 
down the cylindrical sample holder axis, where it ionizes an ultra pure gas. Positive 
ions generated in the reaction volume (defined by a grid) by electron impact can drift 
towards a fine mesh tungsten (W) cylindrical grid (G, 1 cm diameter, 85 % 
transmission), after which they are accelerated, via an attractive voltage, towards the 
inside surface of the sample cylinder coated with an molecular target film. The 
electron energy is defined by the voltage difference (V F) between the emitter and the 
Grid; usually the grid voltage is held near ground, and V F is referenced to ground, 
while the FC shield (FCs) and L4 are also held near the grid voltage, to provide a 
uniform electric field in the ionization region. 
Electrons are produced by thermionic em1ss1on from an indirectly heated 
porous W surface emitter, impregnated with BaO, which yields high emission at 
relatively low temperatures, compared to standard metallic filaments [26, 27] which 
require temperatures near 2500 - 2800 C, and also emit significant amounts of UV 
light. The electron beam current as a fonction of heating current was measured in a 
separate vacuum system, while the emitter temperature was measured concurrently 
with both a Tc spot welded to the side of the emitter, and an optical pyrometer. As 
shown in figure 2, electron emission begins at a heating current near 2 A, and 
saturates near 4.5 A, which corresponds to an emitter temperature of about 1050°C. 
Thus, an electron beam current in the range of500 - 700 µAis obtained at low emitter 
temperature, and is associated with mainly visible light, which avoids radiative 
heating or UV damage of the samples during experiments. During the experiments the 
sample 
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temperature is measured to reach about 40 C. The 2 mm diameter, 4 mm long 
cylindrical emission source is mounted in the source via a ceramic tube, held on the 
central axis of the lens system (figure 1). 
1200 __..._ Emitter temperature 1000 m - -0- Electron beam current en ü 100 (') 
0 --- -, 0 Q) 1000 10 ::J L... 
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E 800 0.1 (') c Q) -, - -, L... 0.01 en Q) ::J - -~ -E 600 1E-3 ~ UJ 
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Heating current {A) 
Figure 2: Measured emitter temperature and electron beam current as function of 
emitter heating current. The inset shows a photograph of the emitter, as well as the 
spot welded Re wire used for indirect (resistive) heating. The emitter dimensions are 2 
mm diameter and 4 mm length. Maximum electron beam current is reached for a 
heating current of 4.5 A, i.e. an emitter temperature of about 1050 C. 
While the electron beam is co llimated by a uniform axial magnetic field, the 
heavier cations (e.g. Ar+) produced along the electron beam are only slightly affected 
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by the magnetic field, due to their much larger cyclotron radii. After crossing the 
interaction zone, electrons are collected in a shielded two element faraday cup (figure 
1), 2.54 cm in deep, consisting of two concentric cylinders with respective entrance 
apertures of 0.45 cm ( center cylinder, FCc) and 1.5 cm ( extemal cylinder, FCE), 
which are held 60 V positive with respect to a surrounding grounded shield (FCs) 
having an entrance covered with an 85 % transmission W grid. This voltage bias, as 
well as the conical inside surface of FCE. prevents secondary electrons from retuming 
into the collision region. The lens system voltage is adjusted to maximize the ratio of 
current to the center part FCc in relation to the current to FCE. typically about 80 %. 
The electron beam energy is defined as the potential difference between the grid G 
and the emitter (Vp); here ions are typically produced by 80 eV electron impact. The 
energy width of the electron beam is limited mainly by the thermal energy of the 
electrons emitted from indirectly heated cathode and is approximately 0.1- 0.3 eV [28, 
29]. 
Ions are generated along the electron beam in the reaction region by electron 
impact in an ultra-pure gas. A steady flow of gas is admitted to the target chamber 
through a leak valve at room temperature. After traversing the field free region 
defined by the grid, positive ions are driven towards the inside surface of the sample 
cylinder, which is coated by an organic film, by means of an attractive field applied to 
the sample holder which is electrically connected to the sample cylinder. The 
background ion current generated by the electron beam impact on residual gases (e.g. 
water vapor) is measured to be in the range of a few lO's of pA cm-2 via an 
electrometer connected to the sample holder (the surface area of the sample holder on 
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which the ion fluence is measured is 62 cm2). The variation of the ion current for two 
different reaction gases (Ar and CD4) admitted to the chamber was monitored as a 
fonction of gas pressure. 
As shown in figure 3a, for the reaction gas pressures in the 10·5 to 10·4 Torr 
range the variations of ion current with gas pressure indicate single collision 
conditions [3°, 31 ]. Typically total ion currents of 5 µN62 cm2 measured on the sample 
holder (i.e. 80 nNcm2) are obtained for reaction gas pressures in the upper 10-4 Torr 
range. The collision energy of ions impacting on the surface is defined by the 
potential difference between the grounded grid G, and the sample holder. Here, the 
ion energy can be varied from their thermal energy (0 V on the target) up to 100 eV. 
The energy spread of the ions arriving at the surface was measured by a retarding 
potential method, which involves applying a repulsive voltage on the sample holder 
relative to the grid. By varying the retarding potential by a known amount /1 V, the 
proportion of ions created with energy between V and V+ /1 V can be determined. The 
negative derivative (-dI/dV) of the ion current (I) obtained by 80 eV electron beam 
impact on CD4 gas, as fonction of the retarding voltage, is shown in the inset in figure 
3a for thermal cations, yielding an ion energy FWHM of about 0.4 eV, or a lie width 
of about 0.65 eV [32]. 
While the total electron beam current collected by the Faraday cup remains 
constant when a reaction gas is admitted to the reaction region, a slight collisional 
defocusing of the electron beam, due to magnetic field divergence near the Faraday 
cup, is observed for gas pressures above 10·5 Torr. As shown in figure 3b, at typical 
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experimental conditions (ca. 10-4 Torr range) this still results in about 80 % of the 
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Figure 3: (a) total ion current measured on the sample holder (62 cm2) as fonction of 
gas pressure for Ar and methane (CD4) reaction gases admitted into the reaction 
region. The inset shows the energy distribution of methane cations, produced in 10-5 
Torr of methane by 670 µA of 80 eV electrons, as measured on the target by an ion 
retardation method (see text). (b) Total and partial electron beam currents measured at 
the Faraday cup (on its different elements), as fonction of CD4 pressure in the reaction 
reg1on. 
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B. Target film deposition and analysis 
Spin coated films of small DNA components 
Thin films of small non-volatile organic molecules ( e.g. DNA bases, 
nucleosides) are prepared via a vacuum spin coating procedure similar to that 
described elsewhere [33], however, with some changes described here to improve film 
uniformity. The inner walls ofnon-magnetic 304 stainless steel cylinders (D=2.52 cm, 
L=5.4 cm) were use as substrates for the deposition ofbio-organic films. Prior to spin 
coating, the cylinders are cleaned and acid treated to eliminate adsorbed impurities, 
rinsed in deionized water, and are repeatedly cleaned ultrasonically in acetone and 
methanol baths before each deposition. Three cylinders, each placed in a Teflon 
housing (with pumping holes at either end) and separated by Teflon spacers, are 
placed into a long stainless steel tube with holes along its length at the same levels as 
the holes in the spacers, used for injection of sample solution and to pump out the 
solvent. The steel tube is placed horizontally on the rotation axis of the spin coating 
system vacuum chamber. A fixed volume of the sample solution is injected inside 
each cylinder through the lateral tube holes, the spin coating chamber is closed with 
an o-ring sealed cover, and the motor is turned on. A magnetic coupling is used to 
transmit the motor rotation through the vacuum chamber wall to the steel tube which 
is rotated on two ball bearings. Once an angular velocity of about 1900 rpm is reached 
(after slowly ramping up the motor speed, about 2 - 3 min) the solution is spread out 
on the inner wall of the cylinder via centripetal forces. Pumping of the chamber is 
then initiated by slowly opening a valve separating the pumping system and the 
chamber. The pressure drops rapidly from atmosphere to about 2 Torr, which is 
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accompanied by freezing of the solution. Subsequently, the sol vent evaporates during 
pumping, and the solvent vapor is evacuated from the chamber and collected in a 
liquid nitrogen trap. The pump used on the spin coater is a high capacity oil free 
rotary pump (Varian). Wh.en the pressure has stabilized at 50 mTorr, the solvent has 
completely evaporated and only a thin organic film remains on the inner surface of the 
cylinders. Subsequently the spin coating chamber is vented with dry nitrogen gas, and 
the samples are removed for analysis (as unirradiated samples) or for ion irradiation. 
The uniformity of film thickness was monitored by autoradiography. 3 ml of 
0.1 mM uracil solution mixed with 1 OµCi of AT32P was spin coated. Afterwards, a 
photosensitive film is placed for 45 min inside the cylinder covered with the organic 
substrate to expose the film to beta rays generated by the radioactive decay of 32P. The 
grey scale of the film after its development depends on the quantity of radioactivity 
received. The film is scanned (HP scan) and analyzed with Image J (NIH) software. 
Quantitative analysis of the scanned images shows that about 60 % of the molecules 
were deposed uniformly along 3.4 cm at the middle of the sample cylinder (5.4 cm 
long), which corresponds to a film thickness of 7 monolayers (ML), while 40 % of the 
molecules are deposited at either cylinder ends ( ca. 20% each end), which corresponds 
to a local thickness of 15 ML at the cylinder ends. Consequently, this "bunch-up" of 
material at the sample cylinder ends has been eliminated by use of additional 
removable rings at either ends of the sample cylinders during spin coating; this now 
results in fairly uniform ( ± 10%) film thicknesses of 7 - 8 ML along the sample 
cylinder used for irradiation. 
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High performance liquid chromatography (HPLC) analyses of spin coated 
samples using thymidine ( dThd) also show that with the spin coating process 
described above, we recover almost all of the initial total thymidine mass used for the 
film preparation (i.e. 60 - 70 % from the central sample cylinder, and 30 - 40 % from 
the removable end rings), which corresponds to about 7 monolayers film thickness on 
the central sample cylinder. Furthermore, as tested by HPLC, we found that this spin 
coating technique induces only a small degradation of thymidine of about 2 %, 
compared to a slightly smaller amount of degradation products for thymidine held in 
solution. 
Thymidine ( dThd) was purchased from sigma Aldrich and used without 
further purification. As monitored by HPLC, impurities in purchased dThd were 
determined to be negligible. A 40 µM solution of thymidine in Milli-Q water was 
prepared. 3 ml (30µg of dThd) of this solution was deposited on the inside wall of the 
cylinder via the spin coating procedure described above. Afterwards, the sample 
cylinder is transferred to the UHV chamber and clamped inside the cylindrical sample 
holder. The irradiation is performed the following day after pumping to 10-8 Torr 
ovemight (ca. 12 h). Thymidine samples were exposed to Ar ions consisted mainly of 
Ar+ (about 90 % Ar+, 10 % Ar++, at an electron impact ionization energy of 80 eV [34] 
) of 100 eV at a fixed current of 80 nA/cm2, i.e. an ion flux density on the target 
cylinder of about 5xl011 ions cm-2 s-1• Samples were irradiated at 100 eV ion energy 
for different times. Following irradiation, the chamber is vented with dry nitrogen and 
the samples are removed. The irradiated samples are dissolved by vigorous agitation 
in 5 ml of Milli-Q water, and are concentrated by evaporation of the solvent until dry 
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with a rotovap. The resulting residue is dissolved in 250 µl of running phosphate 
buffer mobile phase (40 mM, pH=5.5). 50µ1 of each sample solution is analyzed by an 
HPLC system (Alliance HT, model 2795, Waters) using reversed-phase column ODS-
AQ (3µm, 150 x 6 mm, Waters). Elution was performed with 100 % of phosphate 
buffer (0-20 min) and 0-7 % methanol linear gradient (20-60 min). The flow rate was 
1 ml/min. The detection of the compounds was achieved using a dual UV variable 
wavelength detector (2487 model, Waters) at 210 and 260 nm. HPLC analyses are 
also carried out on control samples of thymidine that were placed in the irradiator 
vacuum chamber in the absence of reaction gas, but with the collimated electron beam 
tumed on for the same time as otherwise used for ion irradiations, to estimate the 
combined background level of film damage due to spin coating, emitter heating, and 
impact of residual gas ions. It is found that the combined background damage is 
similar to that from spin coating alone, i.e. about 2%. 
Lyophilized films of plasmid DNA 
The plasmid used for our study is pGEM-3Zf(-) (3197 base pairs, ca. 2 x 106 
amu per plasmid). It is extracted from E. coli DH5a, and purified using the alkaline 
lysis procedure. As examined by gel electrophoresis the purified plasmid samples 
contain more than 95 % undamaged supercoiled DNA, about 5% plasmids with single 
strand breaks, and no double strand breaks. To obtain solid DNA plasmid samples, a 
lyophilization protocol identical to that developed by Boudaiffa and coworkers and 
[35, 36] was used. Briefly, aliquots of 10 µl plasmid DNA solution(~ 500 ng, without 
any Tris or EDTA) were deposited with a micro pipette on chemically clean Ta foil 
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strips, frozen at liquid nitrogen temperatures (-80°C), and lyophilized with a 
hydrocarbon-
free sorption pump. These manipulations are carried out in hermetically sealed glove 
box under a dry nitrogen atmosphere. The dried DNA plasmid sample films are 4 mm 
in diameter (0.126 cm2), with a density of 1,4 g/cm3 [37, 38]. If we neglect clustering of 
plasmids [35], the film thickness is estimated to be about to be 28 nm (ca. 14 ML). 
Subsequently, the Ta strips (3 DNA sample spots per strip) are transferred to the UHV 
chamber for irradiation and are clamped inside the cylindrical sample holder. 
The chamber is pumped over night (ca. 12 h) to about 10-8 Torr, and ion 
irradiation is performed in the following day under similar conditions as described 
above, at a fixed ion energy (100 eV) and fluence (80 nA cm-2, or 10 nA/DNA sample 
spot) for variable amounts of time. Following irradiation, the samples are retumed to 
atmospheric pressure with dry nitrogen, recovered with 10 µl of Tris-EDTA buffer 
(pH=7), and then analyzed by 1 % agarose gel electrophoresis at room temperature 
with a field strength of 75 V for lh 30m. Gels are stained with SYBR Green and 
scanned by laser (Storm, Molecular Dynamics, Sunnyvale CA). The relative amounts 
of each DNA conformation, i.e. supercoiled, circular, and linear can be distinguished 
on the basis oftheir different mobility in agarose gels and result in DNA bands in the 
gels, and are quantified as supercoiled (SC, undamaged), nicked circle (single strand 
break, SSB), and full length linear (double strand break, DSB). We note that 
lyophilization, exposure to UHV, and recovery of the plasmids already results in a 
small amount of DNA degradation. Ta strips supporting control samples of DNA are 
placed for each irradiation in the vacuum chamber without being irradiated, and 
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recovered; subsequent gel electrophoresis shows that compared to DNA in solution, 
the percentage ofundamaged supercoiled DNA decrease to about 86 % , the fraction 
of circular form (SSB) increases to 14 % on average, but no linear (DSB) form is 
induced. 
III. Results and Discussion 
Figure 4 shows the yield fractions of three DNA forrns (supercoiled, linear -
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Figure 4: Fractional yields (in%) of different DNA conformations produced by 100 
eV (2.5 eV/amu) Ar+ ion impact on lyophilized films of 500 ng plasmids DNA (ca. 
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3200 base pairs) as fonction of ion irradiation time, at an ion flux density of 5x1011 
ions cm-2 s-1, or 0.42 ions/s/plasmid. The DNA conformations measured by 
electrophoresis are classified as surviving supercoiled (open circles), relaxed circular 
(solid circles - single strand break SSB), and foll length linear (solid triangles - double 
strand break DSB), see text. Each data point corresponds to a new film; the yields at 
negative times are from control solutions of DNA as purified, and the yields at 0 
minutes are unirradiated lyophilized controls exposed to UHV for about 12 hrs (see 
text). 
The data are plotted as fonction of irradiation time for an ion fluence of 5x 1011 
ions cm-2 s-1, or 6.3x1010 ions/s/target-spot. Since the number of plasmids in each 
0.126 cm2 target spot is about l.5x1011 plasmids, this corresponds to an ion flux 
density of about 0.42 ions/sec/plasmid. 
As seen in figure 4, the amount of undamaged supercoiled plasmid DNA 
decreases exponentially with increasing irradiation time (i.e. particle dose) up to 15 
min, then remains more or less unchanged. At the same time the relative fraction of 
SSB first increases up to an irradiation time of 15 min, remains roughly constant until 
about 35 min., and then begins to decrease slightly with further increase in ion 
exposure. We note that this is also accompanied by an increasing yield of several 
crosslinked forms ofDNA (results not shown) visible in the gels, which correspond to 
covalently crosslinked DNA consisting of either two circular plasmids, or one 
supercoiled and one circular plasmid, as observed during X or y ray irradiation of 
similar plasmids [39]. This suggests that hyperthermal ions can induce formation of 
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covalently bound oligomers, e.g. as a result of base radical formation [40]; these 
observations require, however, further detailed investigation and will be discussed 
elsewhere. 
Simultaneously, the fraction of DSB remams close to zero for the first 7 
minutes of irradiation, after which it increases roughly linearly with irradiation time. 
A similar DSB yield as a function of exposure to more energetic heavy ions (0.8 
MeV-290 MeV) was also observed in studies by Ikpeme [41 ], Belli [42] and Nygren 
[
43
], which were carried out, respectively, on yeast, V79 hamster, and human cells. 
We note that while here the yield of recovered plasmids with DSB is near zero for the 
first 7 min, at the same time the DNA SSB yield begins to saturate; while this may 
suggest that some of the relaxed plasmids (SSB) were converted to linear form by 
increasing exposure time, here it is most likely due to chemical bonding of severely 
damaged 
DNA, with complex DSBs, to the Ta substrate during the recovery procedure. Since 
the ion irradiated DNA samples are recovered by micro-pipetting with a buffered 
solution, diffusion (mixing) of DNA with reactive DSB sites in the recovery solution 
results in chemical bonding to chemically active sites of the Ta surface, which was 
chemically modified during heavy ion irradiation [44]. This also explains the reduced 
recovery (a few %) of DNA from samples exposed to longer irradiation times. Since 
the yield of DSB is already low in the low ion exposure region, this will reduce the 
relative amount ofmeasurable DSB yields for short irradiation times. 
In any case, approximate linear least square fits to the SSB an DSB yields in 
the low ion exposure region (straight solid lines in figure 4) show that here the 
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quantum yields for SSB and DSB are about l.3x10-3 SSB, and 1.25x10-4 DSB, per 
incident ion, or a ratio of SSB to DSB of about 10 -;- 1. These values are considered 
lower limits, particularly for DSB (see above). While in cells the initial SSB/DSB 
ratio is about 20 + 1 for low linear energy transfer radiations (LET, e.g. photons or 
high energy electrons), or 140 -;- 1 after 8 hrs (due to easy repair of the less complex 
DSB lesions induced by low LET radiation), for either electron track ends (low keV 
range) or high LET radiation (primary high energy heavy ions) it is about 7 -;- 1 [45]. 
However, Yu et al. found a ratio of 4-3 + 1 [46] in studies were dry films of plasmid 
DNA were irradiated by 25, 40, 60, 80, 100 keV W reactive ion beams, having an 
LET ranging from 281 to 359 eV/nm. Similar ratios have been reported by Kraft and 
coworkers when they irradiated mammalian cells with high energy heavy ions (2. 7 
MeV/u- 15.4 MeV/u) in the same range of LET [47]. The LET range of 100-300 
eV/nm corresponds to that of heavy ions near their track ends (Bragg peak) where a 
higher ionization density as well as deposited dose is achieved [48], and as 
consequence the relative biological effectiveness (RBE) exceeds 1 [47' 49]. Thus, the 
qualitative similarity in the damage quality (SSB/DSB ratios) between energetic 
heavy ions in the Bragg peak, and low energy ions, suggests that primary particles 
become more damaging when are slowed near or below the ke V range in the vicinity 
of the Bragg peak. We also note that for 1 OO eV electron impact on similar plasmid 
films the SSB/DSB ratio is near 4 + 1 [36], which supports the notion that low energy 
(track end, or Auger) electrons have a relative biological effectiveness similar to that 
ofhigh energy heavy ions. However, while in the present experiments the ion induced 
SSB quantum yield is about 40% larger, the DSB quantum yield is half that, both 
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compared to 100 eV electrons [36]. On the other hand 4 keV Ar+ irradiation of50 
significantly smaller plasmids (PUC 18, 2686 base pairs) results in a SSB/DSB ratio 
of between 15 + 1 to 20 + 1, on average [51]. Thus, the present experiments 
demonstrate both the vulnerability of larger DNA molecules (plasmids) as well the 
efficiency of DNA damage by very low energy ions near their track ends. This may be 
due to the different stopping mechanisms involved at lower energy, which also may 
involve significant fragmentation of DNA sub-units as shown below, and found 
elsewhere [25]. 
The higher efficiency of high LET low energy heavy ions to induce damage to 
DNA compared to low LET conventional radiation (X-ray, y ray, high electron 
energy) [46, 52], is due mainly to their specific physical mechanisms of interaction with 
matter. The energy loss process oflow-energy heavy ions is different from that of 
conventional radiation and even from that of primary energetic heavy ions before the 
Bragg peak, where both electronic ionization and excitation play the most important 
role with regard to molecular damage [52]. In the case of low-energy ions, the energy 
loss processes due to nuclear stopping (collision with nuclei and atoms) is more 
important than electronic stopping (collision with orbital electrons ), and even 
dominates, because the cross section of elastic nuclear collisions involving elastic 
interaction with the target nuclei will increase with decreasing particle energy [53]. 
Thus, when interacting with matter slow ions displace atoms from their lattice 
position by collision. The scattered ion and displaced atoms, if sufficiently energetic 
(e.g. those produced with lOO's of eV kinetic energy from DNA bases [19-21]) canin 
turn produce further displacements. This process may result in a collision cascade, 
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leading to further local multiple damages, including bond breaks, molecular 
dissociation and fragment production [1 8• 21 • 23• 54]. In this collision cascade, the created 
hyperthermal ions and fragments also contribute to the biomolecules damage [25]. For 
hyperthermal ions energy loss processes due to nuclear stopping is also more 
important than those involving electron stopping, but at the same time the cross 
section of elastic collisions with nuclei or whole atoms is lower. 
The presence of a plateau in the ion dose-response of the supercoiled 
conformation indicates that a fraction of DNA is shielded from ion irradiation. Similar 
to low energy electron impact experiments on equivalent DNA films [35• 36], here this 
self shielding effect is attributed to plasmid pile up in the DNA films [35• 36• 51 ], which 
prevents damage of plasmids nearer the metal substrate by impinging low energy ions, 
which deposit most of their energy near the surface. This is supported by simple 
estimates of heavy ion ranges in DNA (37.5% H, 31.5% C, 6 % N, 22 % 0, 3 % P, 
no H20), using Monte-Carlo based SRIM-TRIM software, with calculated mean 
stopping ranges of 1-2 nm for 100 eV Ar+. 
A shielding effect of added salts was well established by studies of Folkard 
[37] and Qui [55], where increasing added sait concentrations in plasmid films were 
found to increase the fraction of shielded DNA. Since no salts were added in the 
present films, the later effect can be ruled out. Thus, owing to the fact that here the 
penetrating range of very low energy (2.5 eV/amu) ions is limited [46, 56], we find that 
a large part (ca. 60%) of plasmid film is shielded. The restricted depth profile of the 
hyperthermal ions is also suggested from our studies with 3-4 nm thick thymidine 
films (discussed below). We find that about 80 % of the film was shielded when 
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irradiated under the same conditions as the DNA plasmid films, but for longer 
irradiation times (90 min). Hence, only 20% of the thymidine film, which corresponds 
to almost 1 nm, is transformed by the incident Ar ions. 
Figure 5 show the HPLC chromatograms (260 and 210 nm) of an unirradiated 
thymidine control sample, and samples irradiated for 10 and 40 min with 100 eV Ar 
ions. 
Numerous thymidine decomposition products, e.g. fragment peaks labelled 1 
- 4, are created as consequence of ion irradiation, as well as larger radiation induced 
products. These degradation effects of irradiation become more pronounced by 
increasing ion exposure, i.e., the number as well as the yield of product fragments 
(peaks 1-4) generated increases with increasing radiation time from 10 min to 40 min. 
The most abundant degradation product is represented by peak Th (including satellite 
peaks 5,6) in the HPLC chromatograms, as well as peak 9. The product peak This 
clearly identified as thymine by comparison with UV spectra of this product with 
thymine standards, and LC MS/MS product identification in electron beam 
experiments on thymidine films [33]. We note that the thymine peak appears also 
weakly in the control sample, which corresponds to the background damage level as 
discussed above. Formation of the free base thymine from thymidine indicates 
specific cleavage of the glycosidic bond between the Nl of thymine and Cl of the 
sugar; here this is observed to occur with similar yield at short irradiations (10 min) as 
for longer irradiations ( 40 min). At the same time the products with shorter elution 
times, mainly srnaller fragments of thymidine (e.g. peaks 1 - 4), appear only after 
longer ion irradiation times, suggesting de gradation of the thymidine films (as well as 
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ion impact induced desorption, see below). Peak 9 has not yet been chemically 
identified, but shows a different formation rate during ion irradiation than thymine 
formation, which will be discussed elsewhere; it consists most likely of a modified 
nucleoside. 
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Figure 5: HPLC chromatograms of spin coated films of thymidine (dThd), either as 
control in the UHV (see text) and irradiated by 100 eV Ar ions (10 and 40 min.), at 
detector wavelengths of 260 (a) and 210 (b) nm. Peaks 1 - 4 are small fragments, 
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peak This the free base thymine, peak 9 an unidentified product (see text), and peak 
(i) is a residual impurity present in the dThd compound. 
The present observations complement previous observations of fragment 
desorption and film degradation induced by Ar+ ion beams in similar thymidine films 
[25]. In these studies it was found that Ar+ ions can induce molecular fragmentation 
and desorption of DNA components (base, sugar, nucleotide) and physico-chemical 
reactions at energies down to 10 eV. While the desorbing fragments of thymidine 
originated from both thymine and the sugar moiety, including H+, CH3 +, H30+, C2H3 +, 
HNCH+, CHO+, CH30+, C3H3+, HNC3H/, [T-OCNHt, [T-Ot, [T+Ht, H-, 0-, Off, 
CN and OCN-, etc, most of the lower mass fragments resulted from the sugar moiety, 
suggesting its vulnerability; particularly relevant here is the fact that some of the 
thymine produced here by glycosidic bond cleavage can also desorb in protonated 
form, i.e. as [T+Ht. Also, given the fact that desorption favours lighter fragments, it 
is clear that heavier moieties, such as the free base, will constitute the main products 
remaining in the films, as observed here. It should be noted that the release of the 
thymine free base due to straight cleavage of the glycosidic bond is accompanied by 
the release of the sugar moiety. However, this reaction may not be the only one 
responsible for the creation of thymine. In fact, even the degradation (fragmentation) 
of the sugar moiety within a thymidine molecule may lead to release of the free base 
thymine. This supports the notion that the degradation of the nucleoside is more 
efficiently induced on the sugar moiety than the on the base ring [25], and highlights 
the fact that free base release resulting from sugar degradation is connected with a 
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strand break in DNA. Moreover, the sugar radicals induced by straight glycosidic 
bond cleavage are also potential precursors of strand breaks. 
The mechanisms responsible for molecular damage in the 10 - 100 eV ion 
energy range are mainly physical (i.e. kinetic and potential scattering) [23]. However, 
secondary reaction cascades involving ions fragments were also observed, such as the 
formation ofH30+ from sugars and thymidine during Ar+ impact [24]. 
The present results demonstrate two important aspects of low energy ion 
interactions with DNA: (1) as suspected previously [51], it is shown here that heavy 
ion damage at low (near track end) energies leads to DNA strand breaks (SSB and 
DSB) that are, on a nanoscopic level of the basic DNA sub-units, also associated with 
significant localized fragmentations; this may lead to base loss and molecular 
modification, as shown here (see peak Th and peaks 1-4 and 9 in figure 5), as well as 
to formation of energetic cation fragments mainly from the sugar back bone 
(involving strand breaks here), as shown elsewhere [24, 25]. (2) While these latter 
desorption experiments showed that the sugar moiety is likely the weakest part of the 
nucleoside, only small amounts of free base production was observed in the 
desorption channel. However, our present measurements show that most of the free 
bases remain in the film, i.e. do not desorb, while most of the lower mass fragments 
will desorb. The basic physical and chemical processes observed in both high and low 
energy ion interactions with DNA components are believed to be operative in large 
DNA molecules in a real bio-medium (or even in cells), as repeatedly demonstrated in 
the case of electron interactions [35, 36]. This suggests that the energetic secondary 
ions/neutrals produced along the track of a high energy heavy particle can cause 
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substantial damage to DNA in subsequent scattering events. This will proceed via 
many different pathways (both physical and physico-chemical), including complete 
destruction of DNA building blocks as a consequence of molecular fragmentation 
(multiple bond breaking), and 
strand breaks, which are more complex than those induced by conventional sparsely 
ionizing radiation. 
IV. Conclusions 
We have presented first measurements that show substantial damage to double 
stranded DNA molecules (plasmids) induced by heavy ions with unprecedented low 
energies, i.e. 2.5 eV/amu, corresponding to track end energies of stopping ions. The 
experiments were performed with a novel ion irradiator ( described in detail here ), that 
allows irradiation of non-volatile biomolecular films (DNA or its components) with 
cations up to 100 eV. Unlike in previous beam experiments, here due to the larger 
film masses that can be exposed to low energy ions in the present experiments, post 
irradiation analysis of molecular damage via standard biochemical methods ( e.g. 
HPLC, or gel electrophoresis) is possible. 
The observed DNA damage involves not only the formation of SSB and DSB, 
but, on the level of DNA sub-units, e.g. nucleosides, also leads to more clustered 
damage, such as fragmentations and base loss. The yield ratios of SSB/DSB observed 
here, correspond to those observed by higher energy (MeV) heavy ions stopping in 
cells (prior to repair), but are significantly larger than those observed in films of 
smaller plasmids irradiated with low ke V ions. The total quantum yield for SSB and 
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DSB formation is roughly l.4x10-3 per incident ion (at 2.5 eV/amu), i.e. one out of 
700 ions interacting with a 3200 base pair plasmid will result in a strand break. This 
compares to an ion flux density used here of 0.42 ion/s/plasmids, or about l .3x 104 
ions/s/base-pair, which supports the notion that the observed damage is likely the 
result of localized clustered damage induced at the level of the basic DNA sub-units, 
as shown here by the formation of free bases (Nl-glycosidic bond cleavage ), and 
other fragments, from a basic nucleoside thymidine. In cellular DNA clustered 
damage such as base loss, associated with fragmentation of the sugar back-bone [25], 
will likely result in further reactions of the remaining sugar radical (or its fragments), 
which may enhance the complexity of the strand break, and thus greatly reduce its 
reparability. 
While current dose models of heavy ion therapy are based on assumption that 
it causes DNA damage via similar pathways as conventional ionizing radiation, 
involving mainly simple ionization, single bond cleavage, and slow radical attack, but 
modulated by the different structure and higher ionization density of the ion track [ 16, 
17], our present results suggest that at the nanoscopic molecular scale the pathways 
ofnascent heavy ion induced DNA damage reach far beyond this simple picture. 
Our present experiments also suggest that the nascent damage by low energy 
ions ( either track-end, or secondary) may play an important role in genotoxic damage 
even in cells; thus more detailed quantitative and qualitative measurements dealing 
with the degradation effect of hyperthermal ions on DNA and its fundamental sub-
units, as fonction of interaction energy, ion mass, chemical reactivity, and chemical 
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environment are required in the future to improve our understanding of ion radiation 
effects on living organisms. 
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Abstract 
We have observed substantial damage to thymidine, a basic nucleoside of 
DNA, induced by heavy ions with unprecedented low energies, i.e. 2 and 0.75 
eV/amu, corresponding to track end energies of stopping primary ions, or secondary 
ions created along primary ion tracks. We find that hyperthermal Ar+ ions will lead to 
fragmentation of nucleosides, which may involve both, collisional disintegration of 
the genetic sugar, as well as site specific rupture along the Nl-Cl' glycosidic bond, 
resulting in base release. In cells, such localized clustered damage will enhance the 
complexity of DNA strand lesions, thus making them harder to repair. Our 
measurements underscore a fondamental difference between conventional (sparsely 
ionizing radiation) and heavy particle radiation effects, and suggest that the radiation 
damage enhancement in the primary ion's Bragg peak may in part be attributed to ion 
damage at the very track-ends. 
Introduction 
In radiation therapy with highly charged, energetic heavy ions, the conformai 
irradiation of the target can be achieved while protecting the surrounding normal 
tissue, or sensitive organs, from undesired exposure. This is mainly due to the 
excellent physical dose deposition along their track, concentrated in the Bragg peak, 
which leads to an enhanced relative biological effectiveness (RBE) around the Bragg 
peak where the tumor is be localized. 
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Heavy ion beams were first used for medical applications in 1973, during 
work carried out at the Lawrence Berkley National Laboratory (LBNL)1'2. In 1994, 
encouraged by the very promising results achieved at LBNL, when compared to 
conventional radiotherapy using sparsely ionizing, i.e. low linear energy transfer 
(LET) radiation such as X or y-rays, visionary scientists in several countries, such as 
Gerhardt Kraft at the GSI in Darmstadt3 envisioned carbon ion beam radiotherapy 
based on heavy-ion accelerator technologies dedicated to radiotherapy, with the result 
that several treatment facilities have been constructed to date (e.g. the DKFZ in 
Heidelberg) or are planned (HIMAC, Chiba, Japan, 19944) 5 6. 
However, despite the highly conformai treatment and the high RBE provided 
by heavy ions in tumor radiotherapy, many fondamental problems remain to be 
resolved, such as the nuclear fragmentation of the primary projectile. When heavy 
ions at relativistic energies (several hundreds MeV/n) pass through the human body, 
they can induce nuclear reactions. Although the cross sections of such reactions are 
small, they can cause an attenuation of the primary beam and the accumulation of low 
Z projectile fragments7'8' 9. These secondary fragments usually have a range that can 
reach the region beyond the Bragg peak, and as a consequence, they may produce an 
undesired exposure to healthy tissue beyond the targeted volume (Bragg peak). 
Although the volume of normal tissue irradiated in the tail of the Bragg peak is 
much smaller compared to that in the plateau region before the Bragg peak, it is found 
that the quality factor of radiation beyond the Bragg peak is expected to be higher10. 
Consequently, the development of radiation induced secondary cancers and serious 
mutations may be expected at the distal fall-off of the spread-out Bragg peak11 ' 10. 
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Most of the assessments of damage to genomic DNA, or DNA components by 
heavy ions have been done in the Bragg peak, by using energetic primary ion beams 
and irradiating in the Bragg peak in solid tissue, or by direct irradiation of 
biomolecular samples with heavy ions having kinetic energies equivalent to the 
primary heavy ions within the Bragg peak (1 MeV-keV)12'13 ' 14'15'16'17, but only little 
attention has been given to investigate the radiobiological effect of heavy ions 
(primary or secondary) beyond the Bragg peak where the heavy ions are in the very 
low energy range(<< keV), i.e. the hyperthermal energy range (eV - 100 eV), and 
where their LET is the highest. Moreover, recent studies show that energetic highly 
charged heavy ions that internet with DNA components such as sugars or bases induce 
the fragmentation of these molecules into singly or multiply charged atomic cations 
that possess kinetic energies in the eV to 500 eV region18' 19. 
Consequently, the work in our laboratory has focused on the studies of the 
direct biophysical effects of heavy ions on components of DNA, as well as DNA 
itself, in the hyperthermal energy range20'21 '22'23 '24• So far the main goal of our 
investigations was the identification of degradation products generated by ion impact 
on bimolecular films, as well as the determination of their yield as a fonction of 
particle fluence or energy. However, these studies focused on fragments that desorb 
from the films of DNA components during ion beam impact, which are detected on 
the basis of their charge, energy and mass. 
Besides these desorbed fragments, other degradation products will remain in the films 
because they either have insufficient energy to overcome the charge induced 
polarization potential barrier at the surface, and desorb, or because they react and 
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become trapped in the films. Thus, the investigation of fragments trapped in such 
films has been ignored by using the ion-stimulated-desorption technique23 . 
For this reason we have developed a novel ion-plasma reaction experiment24 
which allows us to irradiate a sufficiently large quantity (many µg) of biomolecular 
sample with hyperthermal (1 - 1 OO eV), viz. soft landed ions, for subsequent post-
irradiation analysis ex vacuuo. The method is based on a previous technique to label 
non-volatile biomolecules with 14C, via plasma-ion surface-reactions25 at thermal ion 
energies. The system provides enough material for quantitative and qualitative 
chemical analyses with high performance liquid chromatography (HPLC) and Liquid 
Chromatography/Mass spectroscopy (LC/MS). 
Here we have determined the absolute yields of molecular degradation of 
DNA components by hyperthermal (2.0 and 0.75 eV/amu) heavy ions, via quantitative 
measurements of a specific final decomposition product of condensed phase 
thymidine, the structure of which shown in Figure 1. Our measurements reveal that Ar 
cation impact on thymidine leads to the liberation of the free base thymine. We show 
that this novel technique of soft landed ion reactions allows us to determine absolute 
quantum yields of degradation products of DNA components, in the condensed phase, 
induce by heavy cations such as Ar + in the hyperthermal energy range. We find that 
Ar cations with unprecedented low energies significantly below 10 eV /amu will 
induce site specific cleavage of the N-glycosidic bond in the nucleoside thymidine, 
i.e. bond rupture at the sugar Cl' - base Nl bonds. 
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Figure 1: Structure of Thymidine 
Measurements of the ion fluence dependence of the absolute yields of thymine 
that remain in the thymidine films after ion impact indicate that the quantum 
efficiency of thymine formation are as high as 3.1 x 10-2 thymine per incident Ar 
cation at 80 eV, and 1.9 x 10-2 thymine per incident Ar cation at 30 eV. These results 
are discussed within the context of concurrent experiments on ion fragment desorption 
from similar films of DNA components, and their implications to secondary ion 
damage to cellular DNA in general. 
Experimental Methods 
The experimental method used here has been described in great detail 
elsewhere24 ; here we only give a brief description of the general method used to 
obtain the results presented in this contribution. 40 µM calibrated solutions of 
thymidine 
(dThd) in Milli-Q water are prepared. 3 ml (30µg of dThd) of this solution are 
deposited on the inside wall of a stainless-steel cylinder via a spin coating procedure24' 
26
• HPLC analyses of the prepared samples show that the later deposition process 
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results no measurable damage to the thymidine molecules. The film thickness is 
estimated to be about 3-4 nm, which corresponds to about 7 monolayers (ML) of 
dThd. The sample film thickness is estimated to be uniform as suggested by 
autoradiography measurements of 32P labeled molecules incorporated in uracil films 
deposited by the same spin coating technique24. 
Subsequently, the cylinder coated with dThd film is transferred to an ultra high 
vacuum (UHV) chamber, and attached to the inside of the cylindrical sample holder 
(Surface area=62 cm2) . The sample is then irradiated the following day after a 
pumping over night to obtain a base pressure of about 2 xlü-8 Torr in the UHV 
chamber. dThd samples were exposed at ambient room temperature to an Ar cation 
plasma consisting mainly of Ar+ (90 % Ar+, 10 % Ar++ )27• This relative distribution 
of ion species is shown in Figure 2, which also demonstrates that the contribution of 
residual gas cations, formed in the reaction volume, to the overall ion current 
measured at the sample is minor. Note that in Figure 2 the relative contribution of 
these background gas cations, e.g. cations of H20+ and H2 +, to the total ion yield at 
2x 10-5 Torr is actually higher than during the experiments when thymidine films are 
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Figure 2: Electron impact ionization mass spectrum of the reaction gas (Ar) in the present 
experiment, at 70 eV electron energy, and total pressure of 2xlo-5 Torr, measured in situ by a 
quadrupole mass spectrometer24• The inset shows the minor relative contribution of the 
residual gas to the total ion current that reaches the target surface. Note that during the 
experiments the total Ar reaction gas pressure is in the 10-4 - 10-3 Torr range. 
The irradiation procedure was explained in detail in elsewhere24 . Briefly, 
positive ions are generated in the reaction volume by a collimated beam of electrons 
(collimated via a 200 G coaxial magnetic field from Helrnholz coils) at a fixed impact 
energy and current (80 eV, 500 µA) in an ultra-pure Argas. Ions are accelerated by a 
system of grids towards the inside surface of the sample cylinder supported on sample 
holder. Ion energies can be tuned between about 0.5 eV and 500 eV by varying the 
potential of the target cylinder with respect to field free region where the ions are 
created by electron impact24. It is clear that the presence of Ar++ in the overall ion flux 
arriving at the sarnple surface may be argued to play a role in the ion induced 
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degradation of the present organic films, since the small 10% fraction of Ar++ will 
arrive with twice the kinetic energy as the majority 90% of Ar+, for the same 
accelerating potential on the target. However, experiments performed with a separate 
ion-beam apparatus20-23, which monitors fragment ion desorption during primary ion 
impact on films prepared by thermal evaporation/condensation of molecules, suggest 
that at least fragment ion desorption from films of DNA bases is not dependent on the 
charge state of the incident ions. This is shown in Figure 3, where about 5-6 ML films 
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Figure 3: Cation desorption mass spectra for two different thymine films (ca.5-6 ML) during 
irradiation by beams of (a) 30 nA Ar+ at 200 eV, and (b) 15 nA of Ar++ at 200 eV. 
The results show that the overall cation desorption fragment patterns are not 
sensitive to the initial charge state of the impacting cation. This is mainly ascribed to 
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the fact that the impinging cation is effectively neutralized a few Ângstroms in front 
of the film surface21 , i.e. prior to entering the film, by electron tunnelling from the 
film surface to the cation, such that the Ar cation projectile is neutralized before it 
makes any binary collisions with molecules upon entering the film. This 
neutralization may occur successively for the present low energy Ar++ that slowly 
approach the films, i.e. they pick up two electrons successively from the film surface, 
and enter the film as a neutral atoms, similar to the Ar+. Thus the only difference 
between the (neutralized) projectiles is their different kinetic energies as they make 
binary collisions in the films. However, our beam experiments, exemplified here in 
Fig. 3, suggest that the only difference is a slightly enhanced ion desorption signal 
(i.e. relative count rate) for films irradiated with Ar++ compared to Ar+. This count rate 
difference however is less than that produced by the film thickness variations to be 
expected in different films prepared by the thermal evaporation/condensation 
procedure used in the beam experiments21 . Thus, here we assume that the small 10% 
concentration of Ar++ in the total ion flux arriving on the spin coated target films will 
induce similar damage as the impinging 90% Ar+. 
Following irradiation, the chamber is vented with dry nitrogen and the samples 
are retumed to atmospheric conditions. The Ar irradiated samples are dissolved in a 5 
ml calibrated solution of 1,3 dMeUr (50 ng/ml H20). 1,3 dMeUr is used here as an 
internai standard allowing us to improve accurate quantification, since any loss of the 
radiation products due to recovery, drying, injection into the HPLC apparatus, and UV 
detection can be estimated with higher precision by comparing the 1,3 dMeUr mass 
eluted and the mass determined in the recovery solution prior to any manipulations; 
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thus the product quantities in the irradiated films can be corrected for any losses 
during manipulations, which only amount to a few % on average. 
The separation of Ar heavy ions mediated decomposition products of dThd 
was achieved by an HPLC system (Alliance HT, model 2795, Waters) using a 
reversed-phase column ODS-AQ (3µm, 150 x 6 mm, Waters), which is maintained at 
30 °C. Elution was performed with 100 % of phosphate buffer (0-20 min), and 0-2.5 
% acetonitrile linear gradient (20-60 min) at a flow rate of 1 mVmin. Products were 
detected by using a dual UV variable wavelength detector (2487 model, Waters) at 
210 and 260 nm. 
A quantitative evaluation of the thymine decomposition product of thymidine 
was carried out from the analysis of the HPLC profiles. A standard mother solution of 
thymine in water (1 mg/ml) was prepared. It was then diluted step by step to prepare 
six standards solutions (40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml, 1 µg/ml, 500 ng/ml, 300 
ng/ml, 1 OO ng/ml). 50 µl of each solution was analysed by HPLC at the same 
conditions as the irradiated and un-irradiated control samples. The thymine peak area 
was calculated for each standard sample. Subsequently, the calibration curve of 
thymine mass injected as a fonction of HPLC thymine peak area was plotted. The 
resulting calibration curve, shown in Figure 4, was extremely linear and its slope was 
obtained by a linear fit. This coefficient was used to determine the absolute mass of 
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Figure 4: Calibration curve used to determine absolute mass of thymine formation (in ng) by 
ion impact in the spin coated thymidine films. 
For all the measurements reported here the ion irradiation times were 10 
minutes, at variable total ion currents ranging between a few hundred nA and 10 µA, 
as measured directly on the 62 cm2 sample holder surface via a picoampere meter that 
floats at the target potential. The resulting total yields of free thymine produced in the 
films by Ar cation impact are reported in nM, and have an average uncertainty 
estimated to be about± 10 - 15% as determined by the repeatability of the measured 
yields under identical experimental conditions. Unirradiated controls are used for 
comparison with the irradiated samples; as described elsewhere in detaii24, control 
samples of thymidine were placed in the irradiator vacuum chamber in the absence of 
reaction gas, but with the collimated electron beam tumed on for the same time as 
otherwise used for ion irradiations, to estimate the combined background level of film 
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damage due to spin coating, emitter heating, and impact of residual gas ions. From 
HPLC analysis of these films it is found that the combined background damage is 
similar to that from spin coating alone, i.e. about 2%. 
Results and discussions 
Figure 5 shows a typical HPLC chromatogram of dThd degradation products 
obtained after exposure to Ar cations. From the comparison of chromatograms of 
irradiated samples with that of unirradiated controls, we find that Ar ion irradiation 
damage to solid dThd induces the formation of new products in the substrate. The 
major decomposition product detected at ca. 20 min. Elution time is clearly identified 
as thymine by comparison with UV spectra of this product with thymine standards, 
and LC MS/MS product identification in electron beam experiments on thymidine 
films26. 
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Figure 5: HPLC chromatogram of spin coated films of thymidine ( dThd), either as control in 
the UHV (see text) or irradiated by 80 eV Ar ions at low and high flux densities, as indicated 
above each curve, at a detector wavelength of 260. The thymine peak produced by ion impact 
is clearly visible, and the internai standard used to estimate loss of compound during 
manipulations, is 1,3, di-methyl-uracil, as discussed in the experimental methods section. 
We note that the thymine peak also appears weakly in the control sample, 
which corresponds to the background damage level as discussed above of an 
unirradiated thymidine control sample. Other minor thymidine decomposition 
products, e.g., fragment peaks with elution times below 10 min. are created as 
consequence of ion irradiation, as well as larger radiation induced products, e.g. the 
minor product peaks near 26 and 31 min. elution time. While these products can not 
be identified at the present, they await further study and analysis; in any case the most 
abundant degradation product is represented by the peak of thymine in the HPLC 
chromatograms. 
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Formation of the free base thymine from thymidine indicates site specific 
cleavage of the N-glycosidic bond between the Nl of thymine and Cl' of the sugar; 
he;e this is observed to occur with lower yield at low fluence densities (5x1010 ions s-1 
cm-2) than for higher fluence densities (5x1011 ions s-1 cm-2). At the same time the 
products with shorter elution times below 15 min., mainly smaller fragments of 
thymidine, appear somewhat stronger for higher fluence densities, suggesting 
degradation of the thymidine films via fragmentation as well as ion impact induced 
desorption, as will be discussed below. The appearance of some of these products as 
well as the minor quantity of thymine in the control samples is attributed to 
background damage including from the spin coating procedure, and all other 
manipulations. 
It should be noted that the formation of thymine as a major degradation 
product of thymidine irradiated in the solid phase was reported by Gromova et ai28 
using HPLC, mass spectroscopy, and NMR after irradiation with high energy oxygen 
ions and electrons (10 MeV/amu ions, 2 MeV electrons), which was ascribed in part 
to "a relative increase in the extent of the modifications of the sugar moiety with 
respect to those of the base" induced by the heavy ions in comparison with electrons. 
Moreover, the release of unaltered bases was also reported by Hüttermann in his high 
energy (::::: 11.4 MeV/u) heavy ion and X-ray experiments with pyrimidine and purine 
nucleotides in macroscopic polycrystalline solids29 30. The latter authors also extended 
their investigations to more complex biomolecules such as DNA in the form of dry 
macroscopic pellets, or chromatin (calf thymus), and they detect the release of 
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adenine, cytosine and thymine via EPR, HPLC and NMR after heavy ion 
bombardment at 11.4 Me V /amu31 • 
Although here we have also investigated the formation of the free base 
released from irradiated thymidine, we should note that the thymine creation pathway 
is different in our case as compared to the latter works. This is because here the 
physical mechanisms in the energy loss process of low energy (<<< keV) ions in 
solids are totally different from conventional ionizing radiations (X or y rays), or even 
high-energy (many MeV/amu) heavy ions, for which both excitation and ionization 
caused by energy loss due to electronic stopping play the most important role with 
regard to molecular damage32'33. In the hyperthermal energy range, the ions slow 
down and corne to rest when interacting with the solid sample through elastic and 
inelastic scattering with bound electrons, nuclei or whole atoms, and nuclear stopping 
via binary collisions is dominant over electronic stopping34• For example, in a binary 
collision picture the maximum kinetic energy (in the laboratory frame) that can be 
transmitted to a target particle by momentum transfer from the low energy incident 
ion is 4m1m2/(m1+m2/-E1ab, where m1 and Ezab are the mass and the laboratory kinetic 
energy of the incident particle, respectively, and m2 is the mass of the specific target 
involved in the collision. Since glycosidic bond cleavage here may likely involve a 
single binary collision between an incident Ar+ ion, or Ar atom, and the Cl' or NI 
atom-center of thymidine, this yields a maximum energy of~ 0.7Ezab received by 
either atom-center; thus, at 100 eV either atom may receive up to 70 eV (most of it as 
kinetic energy), which is sufficient energy to remove either the Cl' or the Nl atom 
from the N-glycosidic bond (3 - 3.6 eV35), resulting in immediate bond cleavage. This 
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is very different to low energy electron impact, where cleavage of the N-glycosidic 
bond was proposed to involve decays of transient anion states formed by electron 
attachment to thymidine36, leading to a more gentle homolytic or heterolytic bond 
cleavage at Cl' - Nl, without significant motion of these nuclei. In that sense, low-
energy ions can more efficiently cause direct displacements of target atoms, and the 
scattered ion and the displaced atoms, if sufficiently energetic (here the displaced 
atom may have up to 64 eV kinetic energy), can in turn produce secondary 
displacements, i.e. more ion or neutral fragments. This process may result in a 
collision cascade, leading to further local multiple damage, including bond breaks, 
molecular dissociation and fragment sputtering. 
If we consider the above binary interaction of hyperthermal heavy ions with 
the Cl' atom of the sugar ring, or the Nl of thymine, both in thymidine, either of the 
two atoms in the molecule may experience some recoil momentum, either removing it 
completely (an extreme case), or displacing it temporarily from its equilibrium 
position. In the former case, if the Cl' atom is removed, the sugar will likely 
fragment, while the Nl-yl radical of thymine may either dissociate, or abstract an H 
atom from either the fragmenting sugar, or an adjacent molecule, and may stabilize as 
thymine in the film to be measured here. Altematively, if the Nl atom in the base is 
removed, stable thymine formation in the film is unlikely. In the case of temporary 
displacement of either the Nl or Cl', homolytic or heterolytic cleavage of the N-
glycosidic bond 
may take place if the atomic displacement from equilibrium was sufficient to break 
the bond (3-3.6 eV), but not enough to remove either atom from the molecule. As a 
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consequence, both a free thymine-Nl-yl, and a sugar-Cl'-yl radicals may be created, 
whereby the base Nl-yl radical may either dissociate, or react with adjacent 
molecules, e.g. by abstracting an H atom from the sugar radical, or an adjacent 
molecule to form a stable thymine molecule. In principle this may also lead to radical 
reactions and hence to polymerization, i.e. formation of dimers, or larger structures. 
Clearly, gentle Nl-glycosidic bond cleavage may not be the only mechanism 
responsible for thymine formation observed here. In fact, even the decomposition of 
the sugar moiety within dThd can lead to release of a free base. This later notion is 
suggested in many works where it was found that the sugar moiety is a fragile site in 
both DNA nucleosides and nucleotides when exposed to different modalities of high 
energy radiation28•30•37•38•39. Here we find that even during very low energy ion impact 
on thymidine films, decomposition of the sugar moiety plays a major role in 
thymidine damage. This was demonstrated by the ion stimulated desorption mass 
spectra for 100 eV (2.5 eV/amu) Ar+ ion beam irradiation of ca. 4 ML films of dThd, 
shown in Figure 6. It was noted that most of the fragments below 80 amu result from 
fragmentation of the sugar25•40, 
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Figure 6: Cation desorption mass spectra for a thymidine film, ca. 4 ML, during 100 eV (2.5 
eV/amu) Ar+ impact23 • 
while at high masses we also observe desorption of the entire sugar moiety near 117 
amu, as well as desorption of the protonated base thymine at 127 amu ([T+Ht). 
Desorption of protonated thymine during Ar+ impact is also observed in thymine 
films, see Figure 3, where it is attributed to H abstraction from adjacent molecules by 
the desorbing thymine radical cation20, i.e. by the desorbing [Tt. Since here thymine 
is bound to the sugar in thymidine via the Nl - C 1' bond, the observation of 
protonated thymine (127 amu) desorption from thymidine implies that the initial [T-
Ht ion (i.e. 125 amu) fragment formed by ion impact on dThd, abstracts two H atoms 
before it desorbs as [T+Ht as 127 amu. 
In any case, our present results suggest two general pathways for formation of 
stable thymine by low energy ion impact in thymidine films, (a) either via direct 
cleavage of the glycosidic bond due to relatively gentle Cl' or Nl atom displacements 
from equilibrium during close collisions with Ar cations, or (b) via fragmentation of 
the more fragile sugar moiety (with or without initial Cl' collisional removal) leading 
to a subsequent fragmentation cascade, and some of the low mass (< 80 amu) 
116 
Chapitre IV - Deuxième article 
fragments observed to desorb from thymidine films. This is exemplified in the 
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Figure 7: Possible fragmentation pathways leading to formation of thymine in the spin coated 
thymidine films during Ar cation impact, as discussed in the text. 
Here, direct glycosidic bond cleavage (a) leads to formation of stable thymine, 
that may remain in the film, if the Nl-yl thymine radical abstracts the remaining H 
atom from the Cl '-yl of the sugar cation, or desorb as protonated thymine at 127 arnu, 
see Fig 6, if the [T-Ht picks up two hydrogen from adjacent molecules. This may 
leave a double radical site at the Cl' in the sugar, which may either stabilize by 
abstracting one or two H atoms from adjacent molecules in the film, or by 
fragmentation along numerous dissociation pathways, leading to formation of various 
desorbing cation fragments. Ail these channels are observed in the desorption mass 
spectrum in Fig 6. Alternatively, (b) direct Ar cation impact fragmentation of the 
more fragile sugar moiety can also lead to release of free base-yl radical, which may 
stabilize by, e.g., H abstraction from the decomposing sugar and remain behind in the 
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film; this would be associated with the formation of numerous small desorbing cation 
fragments from the sugar, as exemplified in Figure 7 by the dissociation of the sugar 
into a C2H30 (43 amu) and a C3H50 2 (73 amu) complementary fragments. Both of the 
latter are observed as cation fragments in the desorption mass spectra in Fig. 6, 
suggesting that during the dissociation of the sugar cation radical, the charge may 
remain on either fragment. Of course many other fragmentation pathways of the sugar 
in thymidine are suggested by the results in Fig. 6. 
In order to study the kinetics of base release from thymidine at 80 and 30 eV 
Ar cation energies, samples were irradiated for 10 min. in the range of Ar cation flux 
densities between 2.5 x 1010 ion s-1 cm-2 and 1012 ion s-1 cm-2• Note that the surface 
density of thymidine is of the order of 1014 - 1015 molecules cm-2; thus the irradiation 
rate is much less than 10-2 ions s-1 molecule-1. The ion flux was measured directly on 
the sample holder with a 62 cm2 surface area24 . The absolute quantities of thymine 
produced (in nM) as a fonction of cation irradiation flux density were obtained and 
are presented in Figure 8. Each data point corresponds to an average of 3 - 5 
irradiated films, and the error bars are the statistical variation of the measurements. At 
both 80 and 30 eV, we observe a generally increasing production of thymine at low 
flux densities up to about a flux of 5-6 x 1011 ions s-1 cm·2, after which the amount of 
recovered thymine begins to decrease for higher flux densities. For 80 eV cation 
impact we observe a possible second increase in thymine production near 8-9 x 1011 
ions s-1 cm-2, while for 30 eV ion impact the thymine production yield remains 
relatively constant or decreases slightly. Whereas the experimental uncertainties ( error 
bars) of the results may suggest otherwise, we believe that the overall trend observed 
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here, particularly at 80 eV ion energy, may be related to sputtering or degradation of 
thymine (which accumulates at a higher rate at the film surface for higher flux 
densities) by subsequently arriving Ar cations. Since the large Ar cations (or atoms) 
will not penetrate the films significantly, they will internet mainly with molecules in 
the first 1 or 2 layers. Thus for different films, irradiated for the same amount of time 
(10 min.), but with increasing flux densities, the rate of thymine accumulation at the 
surface increases, until the ion desorption (e.g. see Figs. 3, or 6), and the recovered 
yields decrease for films irradiated for the same time but with higher flux densities. 
This sputtering or degradation phenomenon will be more pronounced at higher ion 
energies, but will still be present at 30 eV here, since the observed thresholds of ion 
fragment desorption from thymine and thymidine films are both well below 20 eV Ar+ 
energy21• 23 flux density (i.e. arrivai rate) becomes sufficiently high such that the rate 
of thymine formation begins to be surpassed by the rate of thymine sputtering or 
fragment . Thus, the higher rate of arriving ions the faster the initial rate of thymine 
accumulation at the surface; the faster the rate of increase of the surface density of 
thymine, the faster the probability increases that subsequently arriving ions, during the 
fixed 10 min irradiation time, will collide with a thymine molecule at the surface. 
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Figure 8: Absolute yields of thymine in nM produced at (a) 80 eV, and (b) 30 eV by Ar 
cation impact in films of thymidine, both as a fonction of ion flux density. The exposure time 
at each flux density value was 10 minutes, and the error bars represent the estimated 
experimental uncertainty. 
The question remains why for 80 eV cation impact the thymine yield is higher 
again for the highest flux density, i.e. at 9 x 1011 ions s·1 cm·2 where it is in fact 
similar to that at 4 x 1011 ions s·1 cm-2; while this is not completely understood, it may 
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be the result of the fact that in these two cases the films are irradiated for the same 
amount of time, i.e. 10 min: during the first 5-6 min. irradiation at 9 x 1011 ions s·1 
cm-2, e.g., the first thymidine layer is eroded by fragmentation and desorption of 
thymidine, but also due to thymine formation, which is itself eroded with the first 
layer during the first 5-6 min.; then during the last 4-5 min. the subsequently arriving 
ions begin to degrade the next layer of thymidine leading to some amount of thymine 
remaining in the film when the irradiation is stopped. Note that during these last 4-5 
min. of irradiation at 9 x 1011 ions s·1 cm·2, the total amount of ions that have arrived 
in the film is similar to that which has arrived in the film after 10 min. at the lower 
flux of about 4 x 1011 ions s·1 cm·2, and that the total amount of thymine recovered is 
almost the same in both cases. On the other hand, some of the fluctuations of 
recovered thymine may also be due to the fact that the spin coating procedure 
produces disordered physisorbed films that possess a certain surfaces roughness24•26, 
yielding films with non-uniform film thickness. In any case, at 30 eV Ar cation 
energy erosion of the first layer would take longer, thus here no increase in thymine 
formation is seen at high flux densities. We also not that erosion of organic films can 
be relatively efficient: for thymine films irradiated with 100 eV Ar+ the total rate of 
thymine degradation by either fragmentation and/or desorption is estimated to be 
about 5-6 thymine molecules destroyed or desorbed per incident cation21 • 
The absolute quantum yields for thymine production may be calculated from 
the linear slopes of the results in Fig. 8, at low flux densities. Here we note that while 
within the experimental uncertainties the results in Fig. 8 may be fitted with a straight 
line right up to about 5-6 x 1011 ions s·1 cm·2 (solid line in Fig. 8), there appears to be 
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a slight but consistent change in slope, both at 30 eV and 80 eV incident ion energy, 
near about 3 x 1011 ions s-1 cm-2• Although this minor effect seems to be buried in the 
error bars of the measurements, it may be due to a small amount of surface shielding 
induced by residual solvent (H20) or background gas contaminants at the surface of 
the sample held at 1 o-s Torr for several hours before the experiments, and at 10-4 - 10-
3 Torr for about 10-30 min during experiments. This might suggest that initially some 
flux is needed to sputter these contaminants and clean the surface of the thymidine in 
order for thymine to be produced. Removal of surface adsorbents by sputtering would 
be faster at 80 eV than at 30 eV25 . Furthermore, the penetration range of ions of 30 eV 
is lower compared to those of 80 eV. As calculated by the SRIM program41 for a 
thymidine film the depth profiles of Ar ions at 30 eV and 80 eV are, respectively, 
about 0.2 and 2 nrn, i.e. regardless of surface contaminants, thus 30 eV ions reach less 
than 10 % of the film bulk compared to 80 eV ions, and as a consequence interact 
mainly at the surface where contaminants may be present initially. This may explain 
the steeper linearly increasing yield of thymine production for very low ion flux at 80 
eV compared to 30 eV. 
Fitting linear slopes in Fig. 8 to the results in the entire flux density range from 
near zero up to 5 - 6 x 1011 ions s-1 cm-2 (solid lines in Fig. 8) we find that the average 
quantum yield of thymine production by Ar cation impact in thymidine films is about 
1.1 x 10-2 and 2.3 x 10-2 thymine molecules per incident Ar cation at 30 eV and 80 
eV, respectively. This means that on the average 1 out of 40 Ar cations at 80 eV will 
produce a thymine from a thymidine in the film, while it takes about lout of 90 Ar 
cations at 30 eV. These values are similar to the quantum yields of thymine produced 
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in thymidine films by low energy electron impact in the same energy range below 1 OO 
eV26• In order to estimate the lower and upper limits of the variations of these values, 
we fit linear slopes to the very low flux range up to 4 x 1011 ions s-1 cm-2 at 30 and 80 
eV; this yields a quantum yield for thymine formation of 6.2 x 10-3, and 1.6 x 10-2 
thymine molecules created per incident ion, respectively, for 30 and 80 eV Ar cations. 
If we fit a linear slope to the higher flux range between 2-3 x 1011 and about 5-6 x 
1011 ions s-1 cm-2 we find quantum yields of 2 x 10-2 (30 eV) and 3.1 x 10-2 (80 eV) 
Thymine molecules produced per incident Ar cation. Both of these cases are indicated 
by dashed lines in Fig. 8. 
Conclusions 
We have presented measurements of glycosidic bond cleavage in the DNA 
nucleoside thymidine, induced by Ar cation (90% Ar+, 10% Ar++) irradiation at 
hyperthermal energies of 30 and 80 eV in the condensed phase. The formation of the 
free thymine bases produced in the films was quantified by HPLC analysis of 
products that remain in the films after ion impact, and film degradation was 
demonstrated by mass spectroscopy of ion fragments that desorb during ion impact. 
Our results show that soft landed heavy ions at these low energies can efficiently 
damage the thymidine molecules despite their low penetration depth near 2 nm. 
Ar cation collisions in the thymidine films lead to the loss of the thymine base, 
which was identified as a main degradation product to remain behind in the irradiated 
films. We propose that the production of thymine in the films can be either the result 
of NI-Cl' glycosidic bond cleavage in thymidine, or may occur via direct collisional 
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disintegration of the sugar moiety in the adsorbed nucleoside. The absolute quantum 
yields of thymine formation by Ar cation impact on thymidine films are measure to be 
about 1.1 x 10-2, and 2.3 x 10-2 per incident ion at 30 and 80 eV, respectively. In 
cellular DNA, loss of a base from a single codon may result in an irreversible 
mutation, while the decomposition of the genetic sugar into small cation fragments 
will constitute a complex strand break. 
Our results show that even near the end of their tracks, i.e. beyond the dose 
deposition Bragg peak where their kinetic energy has been reduced to the 100 eV (a 
few eV/amu) range, heavy ions can still induce important damage to DNA. The basic 
physical and chemical processes observed in both high and low energy ion 
interactions with DNA components are believed to be operative in large DNA 
molecules in a real bio-medium; thus, our present results suggest that both, secondary 
ions, or primary ion track ends, may cause substantial genotoxic lesions in irradiated 
cells. The present results therefore unfold a fundamentally different picture of heavy 
ion therapy from conventional radiation therapy, which reaches beyond single 
ionization or simple bond cleavage, or diffusion limited radical reactions. Our 
experiments also suggest that the nascent damage by low energy ions ( either track-
end, or secondary) may play an important role in genotoxic damage even in cells; thus 
more detailed quantitative and qualitative measurements investigating the degradation 
effects of hyperthermal ions on DNA and its fundamental sub-units, as function of 
interaction energy, ion mass, chemical reactivity, and chemical environment are 
required in the future to improve our understanding of ion radiation effects on living 
organisms. 
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Abstract 
We have measured the collision energy dependence of ion damage to 
thymidine, a basic nucleoside of DNA, induced by Ar cations with unprecedented low 
kinetic energies in the 2 - 100 eV (0.05 - 2.5 eV/amu) range, corresponding to track 
end energies of stopping primary ions, or secondary ions created along primary ion 
tracks. We find that hyperthermal Ar+ ion impact even at the lowest kinetic energies 
of 2 eV will lead to base release from the nucleoside, i.e. even at ion energies (< 10 
eV) for which fragment desorption is no longer observed. Since the lowest ion impact 
energy of 2 eV is below the bond dissociation energy of the Nl-C 1' glycosidic bond 
in thymine, we propose that the internai energy of the Ar+ projectile (I.P. = 15.7 eV) 
contributes significantly to glycosidic bond cleavage at low ion impact energies. Thus 
ion interactions with DNA components depend not only on kinetic scattering effects, 
but also on the internai, potential energies carried by the ionic projectiles. Our 
measurements underscore a fundamental difference between conventional (sparsely 
ionizing radiation) and heavy particle radiation effects, and suggest that the radiation 
damage enhancement in the primary ion's Bragg peak may in part be attributed to ion 
damage at the very track-ends. 
Introduction 
Heavy ions are expected to improve therapeutic results in cancer therapy by 
achieving a conformai delivery of the radiation dose in the target volume with high 
precision, and thus are thought to be well suited for the treatment of deep seated 
tumors, and close to sensitive organs, with a highly reduced risk to normal tissues. 
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This is mainly due to their excellent physical dose deposition. In fact, compared to 
conventional radiation (electrons, X and y rays) which have a maximum dose 
deposition upon entry in a medium1'2, the depth-dose distribution of heavy ions is 
characterized by a low dose plateau upon entrance and a pronounced maximum, the 
Bragg peak, near the end of their ranges. This dose deposition profile contributes to 
the enhanced RBE (relative biological effectiveness) of heavy ions compared to 
conventional radiation3' 4 . 
Besides the emerging importance of heavy ions in cancer radiotherapy, these 
particles also constitute a major health risk for crews aboard air or spacecrafts5'6, since 
outside the protective shielding of the earth's atmosphere they are exposed to 
increased levels of space radiations, composed mainly of protons, alpha particles7'8, 
and heavy ions, which represent the most serious carcinogenic risk9'10. 
So far, most of the studies dealing with the biological effects of heavy ions 
have been performed using high energy ion beams (MeV-GeV)11 ' 12• 13• 14• 15. However, 
low-energy heavy ions (E <<< 1 MeV) have received much less attention, and their 
biological effects have been studied only in a few cases because of their very short 
range in matter 16. Although slow ions do not penetrate deeply into the matter, and 
would therefore not be used in tumor treatment, they are generated along the primary 
heavy ion radiation tracks, and mainly in the vicinity of the Bragg Peak and even 
beyond. Recent studies have shown that at the molecular level the nascent (physical) 
effect of Me V range heavy ions on DNA bases produces not only complete molecular 
fragmentation, but also leads to the formation of energetic secondary ions (singly or 
multiply charged), with energies that range into the hundreds of eV range17•18•19•20. 
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Subsequent ion beam studies have shown that even secondary heavy ions with such 
low energies (10 - 200 eV) can also induce efficient clustered damage to DNA 
components (base, sugar, nucleoside) condensed in films, not only via physical 
mechanisms (i.e. kinetic and potential scattering effects), but also via physico-
chemical processes, such as reactive scattering of the ionic DNA fragments21 •22•23•24 . 
The main goal of these latter investigations was the identification of 
degradation products generated by ion impact on bimolecular films, as well as the 
determination of their yield as a fonction of particle fluence or energy. However, these 
studies focused on fragments that desorb from the films, which are detected on the 
basis of their charge, energy and mass with a mass spectrometer. 
Nevertheless, it is clear that besides these desorbed fragments, other 
degradation products are trapped in the films because they either have insufficient 
energy to desorb, or because they react and become trapped in the films. Thus, the 
investigation of fragments that remain in such films has been ignored. In principle, 
stable products of ion impact that remain in the films can be analyzed outside the 
interaction chamber via chemical methods such as gel electrophoresis in the case of 
DNA, or high performance liquid chromatography (HPLC), Liquid 
Chromatography/Mass spectroscopy (LC/MS), and nuclear magnetic resonance 
(NMR) for DNA components. However, such analyses require larger quantities of 
degradation products ( at least 2 ng for HPLC and few pmol for LC/MS), which are 
not easily produced in low intensity (nA) beam experiments on thin films, often 
containing a few 100 ng of molecules, or less24. Moreover, these studies use ion 
beams which are well focused on a small spot on the film, so only a small part of the 
132 
Chapitre V - Troisième article 
sample is irradiated. On the other hand using thicker films in the beam experiments is 
not suitable, since it leads to charge build-up on the dielectric biomolecular films 
which will prevent subsequent incident ions from reaching the sample. 
To analyze the remaining degradation products that accumulate in organic 
films after ion impact, we have developed a plasma reaction apparatus25 which allows 
us to irradiate large quantities of bio-organic samples, which are distributed over a 
large area to form a thin film, with low energy ions. The method is based on a 
previous technique to label non-volatile biomolecules with 14C, via plasma-ion 
surface-reactions26 at thermal ion energies. 
The aim of the present work is to study the effect of hyperthermal Ar+ ions on 
thymidine in the condensed phase at variable incident ion energies. HPLC analysis of 
the irradiated samples was used to isolate the degradation products. Here we show 
that low-energy heavy ions, even at eV-kinetic energies, can efficiently damage 
thymidine and induce the release of a free base. While here below 10 eV the kinetic 
energy of the incident particle is not sufficient to either ionize the molecule or, at 
energies below 5 eV, to break a bond, at such low ion energies we attribute formation 
of free thymine from thymidine to the potential energy carried by the Ar cations, i.e. 
its ionization potential (I.P.). Thus, at low ion energies, potential scattering dominates 
over kinetic scattering, and can still lead to molecular damage at incident energies 
below which no ion fragments are desorbed. 
Our results show that even near the end of their tracks, i.e. beyond the Bragg 
peak, where their energy is reduced to the 1 OO eV range, and below (i.e. a few 
eV/amu), heavy ions can still induce important damage to DNA nucleosides. In cells, 
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this may lead to substantial genotoxic lesions and even the development of mutations 
and thus secondary cancers. We suggest that the collisional stopping of hyperthermal 
heavy nuclei in biological samples plays an important role in the base release from 
thymidine nucleosides, and is likely also involved in DNA strand breaks. 
Materials and methods 
The apparatus, including the spin-coating apparatus and ion plasma irradiation 
set-up, as well as all the experimental protocols have been described in detail 
elsewhere24, and will only be summarized here. Thymidine (dThd), Thymine (Th) and 
1,3 Dimethyl Uracil (1,3 dMeUr) standards were purchased from sigma Aldrich and 
were used without further purification. A 40 µM calibrated solution of thymidine in 
Milli-Q water was prepared. 2 ml (20µg of dThd) ofthis solution was deposed on the 
inside wall of a stainless-steel sample cylinder (S=42 cm2) via a pin coating 
procedure24' 27• HPLC analyses of film samples show that with the later deposition 
process, we recover most of the material spin coated on the sample cylinder that is 
irradiated. We have monitored by autoradiography the spatial variation in the 
thickness of the organic films deposited by the former procedure24' 26. These tests 
show that the film thickness is relatively uniform to within 20-30%. The dThd density 
is known to be about 1,4 g/cm3 28'29.Therefore, if we consider that sample solution is 
homogenously spread during spin coating, the average thymidine film thickness is 
estimated to be about to be 3.7 nm which corresponds to about 7 monolayers. It 
should be noted that, as tested by HPLC, the spin coating technique induçes only a 
slight degradation of thymidine of about 2 % to thymidine. 
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After the sample film preparation, the cylinder coated with the dThd film is 
transferred to the ion-plasma ultra-high-vacuum (UHV) chamber, and clamped inside 
the cylindrical sample holder (Surface area=62 cm2). The irradiation is performed the 
following day after pumping over the night to reach a base pressure of about 20x 10-8 
in the UHV chamber. dThd samples are exposed to an Ar ion plasma beam consisted 
mainly of Ar+ (90 % Ar+, 10 % Ar++)30. As shown elsewhere, the desorption mass 
spectra ofDNA bases do not vary observably during Ar+ versus Ar++ irradiation31 ; this 
was attributed to the sequential neutralization of the projectiles near the surface, prior 
to entering the film, and we assume that here molecular damage does not change if the 
incident ion is singly or doubly charged. Briefly, ions are generated along the electron 
beam in the reaction region by electron impact in an ultra-pure gas. A steady flow of 
ultra pure Ar gas is admitted to the target chamber through a leak valve at room 
temperature. Positive ions are driven towards the inside surface of the sample 
cylinder, which is coated by an organic film, by means of an attractive field applied to 
the sample holder which is electrically connected to the sample cylinder. The ion 
energy is defined by the potential difference between the collision zone which is 
maintained at zero by means of a coaxial grounded grid G, and the sample holder. 
Here, the ion energy can be varied from their thermal energy (0 V on the target) up to 
100 eV with an energy spread of about 0.4 eV. During irradiations, the Ar gas is 
ionized with a collimated electron beam having a fixed current and energy of, 
respectively, 500 µA and 80 eV. The variation of the ion current reaching the sample 
holder is obtained by varying the gas pressure; and the ion current is measured with a 
picoampere meter that floats at the target voltage. Irradiations were performed for 
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different times at a fixed energy, as well as at fixed irradiation time and different 
energies. Following irradiation, the chamber is vented with dry nitrogen and the 
samples are returned to atmospheric conditions. Each of the Ar irradiated samples was 
dissolved by vigorous Shaking in 5 ml of 1,3 dMeUr calibrated solution (50 ng/ml). 
1,3 dMeUr is used as internai standard allowing to improve quantification, since loss 
of the radiation products due to recovery, drying, injection and UV detection can be 
estimated with higher precision by comparing the 1,3 dMeUr mass eluted and the 
mass existing in the recovery solution before all manipulations; thus the product 
quantities can be corrected for losses. Subsequently, samples are concentrated by 
evaporation of the solvent until dry. The resulting residue is then dissolved in 250 µl 
of running phosphate buffer mobile phase (40 mM, pH=5.5). 50µ1 of each sample 
solution was analysed by (Alliance HT, model 2795, Waters) HPLC system using 
reversed-phase column ODS-AQ (3µm, 150 x 6 mm, Waters) which is maintained at 
30 °C. Elution is performed with 1 OO % of phosphate buffer (0-20 min) and 0-2.5 % 
acetonitrile linear gradient (20-60 min). The flow rate is 1 ml/min. The detection of 
the compounds is achieved using a dual UV variable wavelength detector (2487 
model, Waters) at 210 and 260 nm. 
A quantitative analysis of the thymine decomposition product of thymidine 
was carried out from the analysis of the HPLC profiles and using a standard mother 
solution of thymine in water (1 mg/ml), as described elsewhere31 • The obtained 
calibration coefficient was used here to determine the absolute mass of thymine in the 
control and the irradiated samples. 
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HPLC analyses are carried out also on control thymidine samples that were in 
the vacuum chamber in the absence of reaction gas for the same time as the irradiated 
samples, and with the collimated electron beam turned on, to estimate the background 
level of film damage due to the spin coating procedure, pumping, emitter heating and 
background gas ion impact. It is found that the combined background damage is 
similar to that from spin coating alone, i.e. about 2%. The resulting absolute yields of 
free thymine produced here in the films by Ar cation impact are reported in nM, and 
have an average uncertainty estimated to be about ± 10 - 20%, as determined by the 
repeatability of the measured yields, repeated at least three times for each data point 
with different films under identical experimental conditions. The time scale, in terms 
of spin coating, pumping, irradiation, recovery, purification, and HPLC is about 36-48 
hrs, for one irradiated sample. 
Results and discussions 
Figure 1 shows the HPLC chromatograms (at 260 nm) of an unirradiated 
thymidine control sample, and samples irradiated with 4 and 100 eV Ar ions. 
Comparing to the unirradiated control we find that the HPLC profiles of the irradiated 
samples contain additional peaks which represent new products induced by 
irradiation. The abundance of peaks that appear in HPLC chromatograms is more 
significant for the 100 eV irradiated sample, than at 4 eV. Thus, we can conclude that 
the radiation damage becomes more pronounced at higher ion energies. Among the 
more abundant de gradation products is peak 9, 
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FIG. 1. HPLC chromatograms of irradiated and unirradiated thymidine films. The detection 
UV wavelength is 260 nm. Irradiated samples were exposed to 4 and 100 eV Ar cations at a 
current density of about 5x1011 ion s-1 cm-2 for an irradiation time of 10 min. 
which is at the present the only one clearly identified by comparison with UV spectra 
of this product with thymine standards, and LC MS/MS product identification in 
electron beam experiments on thymidine films26. We note that the thymine peak exist 
also in the control sample, which corresponds to the background damage level 
resulting from the spin coating deposition procedure, surface effect and all 
manipulations24• For the other radiation products (peaks 1-8), it was difficult to 
identify them because they were produced at such small quantities which are under 
the detection limits of NMR and LC-MS. The peaks 10-11 represent impurities in 
deposited thymidine; their relative presence may vary. Peak 12 corresponds to the 1,3 
dMeUr internai standard which is added to recovery solution to estimate the product 
loss during all manipulations. 
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The formation of thymine as a maJor degradation product of thymidine 
irradiated in solid phase was also reported by Gromova work using high energy ions 
and electrons (10 MeV, 2 MeV) 28 37. Moreover, the release of unaltered bases as 
investigated by HPLC and NMR was reported by Hüttermann in his heavy ion (~11.4 
MeV/u) experiments with pyrimidine and purine nucleotides in macroscopic 
polycrystalline solids32 30. The same team extends their investigations to more 
complex biomolecules such as dry DNA in the form of pellets, and they detect the 
release of adenine, cytosine and thymine after heavy ion bombardment33. 
As discussed previously31, the thymine base release may be explained via two 
pathways: (a) by ion induced direct homolytic or heterolytic cleavage of the Nl-
glycosidic bond of dThd, or (b) the degradation, i.e. decomposition of the sugar 
moiety within dThd by the impinging ion, leading to base release. In fact, and as 
demonstrated in man y works using different kinds of radiation34•35•36•37 including even 
hyperthermal heavy ions38, the sugar moiety is believed to be a fragile site in both 
DNA nucleosides and nucleotides. 
The formation of thymine was measured here at various energ1es of Ar 
cations at a constant flux of about 5 x 1011 ions cm-2 s-1 , and the results are displayed 
in Figure 2. It shows 
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FIG. 2 Absolute thymine yields induced in thymidine films irradiated by Ar ions as a fonction 
of ion energy. The fixed Ar ion current density and irradiation time were about 5x1011 ion s-1 
cm-2, and 10 min, respectively, at each incident ion energy. The error bars correspond to the 
measurement uncertainty as estimated :from the average values obtained at a specific energy. 
a maximum production of thymine at low energies, from 2 and 10 eV, a minimum 
around 20 eV, after which the thymine yield increases monotonically up to 80 eV, 
after which it appears to begin to decrease. 
The high production of thymine at low energies may be initiated by electron-
transfer from the surface to the incoming positive charged projectile. This follows 
from the fact that low velocity ions with sufficient ionization potential (15.7 eV for 
Ar+) may neutralize prior to entering the solid by attracting (tunneling) electrons 
several angstroms in front of the film surface. This process is known to be very 
efficient on metal surfaces, where it is known to increase with decreasing ion velocity 
component into the surface. As a result of this neutralization process, a ho le is created 
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in a thymidine molecule, i.e. it can be ionized, but also electronically excited. When 
these holes are localized in the antibonding orbitais of the Nl-glycosidic bond of 
dThd, this can lead to the formation of thymin-Nl-yl and 2-deoxy-D-ribose-Cl(H)-yl 
neutral radicals. Alternatively the latter radical may give arise to other sugar radical 
species and final sugar decomposition products. It should be noted that sugar radicals 
which are connected with abasie sites are potential precursors ofDNA strand breaks39' 
40
• On the other hand, radical recombination may take place and lead to dimers 
formation in the case of thymine nucleosides, and to the creation of DNA cross link 
forms in DNA samples16. The latter forms were observed in our previous experiments 
with DNA plasmids24• In any case, such potential scattering41 at ion kinetic energies 
near or below the l.P. of the scattering ion is often observed to possess an ion energy 
dependence similar to the present case41 • In a sense, this is related to ion impact 
induced "electronic sputtering'', whereby electronic excitation energy is transferred to 
the target molecule either by inelastic projectile energy-loss, or by the electric field 
oscillations induced along the ion's track in the film; particularly in 
dielectric/insulating molecular solids with large band gaps, these electronic 
excitations are greater than the inter-molecular binding energies, and are furthermore 
well localized. Thus the electronic excitations can induce nuclear motion and/or bond 
deformation, which may lead to dissociation. 
With increasing energies, ions become more rapid, and, as a consequence, they 
have less time to exchange electrons before they enter the film. Thus, the probability 
of electron transfer from the film is lesser, and the damage due to electron transfer 
decreases with ion energy, i.e. velocity. On the other hand, the threshold of fragments 
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desorption is reported to be about 10 eV for thymidine films when irradiated with Ar 
ion beams22 • Since the sputtering mechanism is related more to nuclear displacements, 
when striking a surface, the ion can displace a nucleus, since here the maximum 
energy that can be transferred to a C or N atom center in the molecule is about 0.7 
E(ion)31 for a head on collision. Thus as the ion energy increases so does kinetic 
nuclear displacement and damage, but also fragment desorption. It should be noted 
that the initial physical mechanisms in the energy loss process of low energy ions 
(lMeV- 0.1 keV) and even hyperthermal ones (1- 100 eV ) are different from the 
conventional ionizing radiation and high energy ions ( Me V - Ge V), where both 
excitation and ionization caused by energy loss due to electronic stopping play the 
most important role with regard to molecular damage42'43 and the energy loss via 
inelastic nuclear scattering at the energy range of interest dominates the electronic 
stopping and increases with increasing energy 44 • Thus, hyperthermal ions can directly 
cause displacements of target atoms and the scattered ion and the displaced atoms, if 
sufficiently energetic, can in turn produce secondary displacements. If for example the 
c1' atom of the sugar ring or the Nl of thymine moiety receive a momentum through 
elastic collision form the incoming ions, these atoms can be moved from their 
equilibrium position and thus an Nl- glycosidic bond cleavage may take place. As a 
consequence, thymine and sugar radicals will be created, the first one can abstract an 
H from the surface and form the thymine molecule. 
However, since the fragment desorption threshold for thymidine is near 10 -
15 eV, depending on the fragment, and where the fragment yield is very small, we 
may assume that near threshold the kinetic fragmentation (momentum transfer) cross 
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section is also small, and the ions are not very efficient to displace atoms from their 
initial positions. Thus, we find that while damage due to electron transfer decreases 
for increasing ion energies (velocities), collisional kinetic damage only just begins to 
increase above 10 - 15 eV, which may explain the minimum thymine product yield 
around 20 eV. 
By increasing its energy, ions transfer more momentum to nuclei or entire 
atoms, and as a consequence displace them more efficiently and even the displaced 
recoiling nucleus may displace other atoms. Moreover, the ion penetration profile 
becomes deeper and ions can reach the lower molecular layers, and induce more 
damage45. This may explain increasing thymine production with increasing ion kinetic 
energy up to 80 eV. However, at higher energies, ions give higher momentum to 
nuclei and fragments, which allows them not only to be displaced inside the film but 
also to be desorbed from the surface, giving arise to sputtering phenomena which is 
reported to become more important with increasing energy and can even induce the 
desorption of heavier moieties such as thymine and sugar moieties that are shown to 
desorb from thymidine films above 15 eV or so, but with sharply increasing intensity 
above 40 -50 e V38• Thus at higher ion energies, two competing processes take place: 
one is the thymine formation in the sample that leads its accumulation at the surface, 
and the other are sputtering phenomena which induces desorption and fragmentation; 
this can explain the decrease of recovered thymine production at energies exceeding 
80 eV, and also the increasing number of degradation products seen in the 
chromatogram at 100 eV ion irradiation. This also suggests that well above 20 eV, 
e.g. near 80 eV the real initial thymine formation yield is much higher than what we 
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measure (i.e. what remains in the film) since desorption will cause loss of thymine 
from the film; thus the observation that the recovered thymine yield at 2 eV appears 
similar to that at 80 eV is not indicative of a similar thymine formation cross sections. 
To study the kinetics of base release as a function of exposure time, dThd film 
samples were irradiated with argon ions of 80 eV at increasing irradiation times, with 
a fixed flux density of about 5 x 1011 ions s·1 cm·2. The absolute yield of thymine 
production measured at different irradiation times is shown in Figure 3. 
We find that within the experimental uncertainties the absolute thymine yield 
increases linearly with increasing irradiation time up to an irradiation time of 10 min, 
then decreases and reaches a minimum around 20 min. irradiation time, after which it 
increases again. The quantum yield of thymine formation is obtained by calculating 
the slope of the linear part of the curve at low exposure times and it is estimated to be 
about 0.091 nM of thymine/min. Given the measured ion flux of 5 x 1011 ions s·1 cm·2, 
measured on the sample holder area of 62 cm2, this corresponds to a quantum yield of 
ca. 2 x 10-2 thymine molecule per incident Ar cation at 80 eV; this corresponds to 
about 10 thymine molecules produced per 500 incident ions. We find that despite the 
low penetration range of ions at this energy range this value of quantum yield of 
thymine formation is similar to that found for dThd sample film irradiated with low 
energy electrons46. Moreover, considering the experimental uncertainties and 
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FIG. 3 Thymine formation yield as a fonction of Ar cation irradiation time, at 80 eV Ar 
cation energy, and at an Ar cation current density of about 5xl011 ion s-1 cm-2• The straight 
line is linear with a slope of 0.091 nM/min. The error bars are uncertainties base on 
repeatability. 
repeatabilities, this is in very good agreement with our previous series of different 
measurements of the thymine quantum yield at 80 eV31, where the irradiation time 
was held fixed at 10 min., and the Ar cation flux density was changed, which was 
determined to be about 2.3 ± 0.8 x 10-2 thymine/incident Ar cation. 
Similarly to our previous experiments31 , here the decrease of thymine 
formation around 20 min irradiation time is due mainly to the fragmentation of 
thymine which is accumulated at the film surface by subsequently arriving Ar cations, 
which may fragment and/or desorb the thymine at the surface. Desorption is important 
at 80 eV energy and even can induce the sputtering of heavy fragments and large 
molecules such as thymine itself and the sugar25 . ln analogy with our previous 
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measurements at fixed irradiation time, and increasing flux density31, here as thymine 
accumulates at the film surface, the probability increases that it will be destroyed by 
subsequently arriving ions at later times; thus at longer irradiation times the first 
thymidine layer is eroded by fragmentation and desorption of thymidine, but also due 
to thymine formation, which is itself eroded with the first layer. As the irradiation 
time increases further the thymine yield increases again, since it is now starting to be 
formed in the second layer that is now becoming accessible to the incoming ions. We 
note that at 80 eV here, where ion flux is fixed, and irradiation time is varied, the 
thymine yield starts to decrease first at about 10 min. irradiation at the fixed flux 
density of 5 x 1011 ions s-1 cm-2; this is consistent with our previous measurements, 
where for 80 eV Ar cations the irradiation time was fixed at 10 min. and flux density 
was changed, and where the thymine formation in the film rises first and starts to 
decrease when the flux has reached about 5 x 1011 ions s-1 cm-2. 
Since in the formation of thymine by ion impact the dThd itself is damaged, 
and even fragmented and sputtered from the films at higher ion energies, the 
degradation of dThd was studied as a fonction of irradiation time and is shown in 
Figure 4. It displays a linear increasing dThd loss at lower irradiation times, saturation 
between 10 min and 30 min irradiation time and a newly increasing dThd loss at 
higher irradiation times. 
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FIG. 4 Thymidine degradation as a fonction of Ar cation irradiation time, at 80 eV Ar cation 
energy, and at an Ar cation current density of about 5xl011 ion s·1 cm·2• 
This behavior is attributed to the fact that at lower irradiation times ions 
degrade the outer monolayers, as a consequence, there is an increasing of thymine 
production as well as dThd degradation. By increasing the irradiation time the 
substrate receives additive ions but at the same time the ions are striking the upper 
layers where new degradation products are being accumulated, and which somewhat 
can shield the dThd in the second layer. This may explain the saturation behavior of 
thymidine degradation and the decrease of thymine formation between 10 min and 30 
min irradiation time. Of course a similar saturation behavior in the irradiation time 
dependent degradation yield due to self-shielding has been observed previously in 
rough disordered molecular films in which molecules like to cluster together47, and 
this may also be the case here, where the film growth during the spin coating 
procedure will produce films with a locally variable film thickness. Once the outer 
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monolayers are eroded enough, ions can reach the inner layers that previously formed 
the bulk and as a consequence the thymine formation as well as thymidine 
degradation increase again. Note that the slope of increasing dThd loss between 45 
and 60 min. irradiation is similar to that below 10 min. To roughly estimate the 
contribution of thymine base release to the total dThd degradation, the quantum yield 
was calculated from the initial slope of the dThd degradation as function of time up to 
10 min, it gives a loss rate of 0.9 % /min. Since the mass of dThd deposited is about 
20 µg, the damage per min corresponds to about 0.18 µg or 0.83 nM of dThd is 
degraded per min. If we compare that to the quantum yield of thymine formation 
which is about 0.09 nM per min, we can conclude that contribution of thymine base 
release is about 11 % of the total dThd damage induced by 80 eV Ar cations. While 
this value is slightly underestimated, because we have only measured the thymine 
remaining in the film, it clearly shows that damage due to fragmentation and 
desorption are important factors. 
Summary 
In summary, we have studied the fragmentation of thymidine nucleosides 
induced by hyperthermal heavy ion irradiation at energies between 2 and 100 eV. 
Heavy ion impact on thymidine, even at the lowest energies of 2 eV (0.05 eV/amu), 
and despite their low penetration range, can lead to the release of the whole thymine 
base via either direct NI - Cl' glycosidic bond cleavage, or via impact induced 
decomposition of the more fragile sugar. Both pathways resulting in the release or 
loss of a base, may initiate strand breaks and cross-links in DNA molecules. At the 
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lowest ion energies potential scattering, 1.e. charge transfer from the film to the 
incident Ar cations, plays a major role and leads to thymine formation even at 
energies below which no fragment ion desorption is observed in other experiments on 
dThd films. At higher energies, kinetic scattering dominates, where it contributes not 
only to thymine formation, but also its degradation, and the erosion of the film as a 
whole. At 80 eV Ar cation energy thymine formation occurs with a quantum yield of 
about 2 x 10-2 thymine produced / incident ion, and contributes about 11 % to the total 
dThd degradation. 
Our finding suggest that primary ion track ends, or secondary ions produced 
by primary heavy particles along their tracks, can lead to a variety of damage that 
includes loss of the base, as well as fragmentation. To increase our understanding on 
the mechanisms of interaction between hyperthermal heavy ions and DNA 
components, clearly more investigations are needed. Major efforts should be devoted 
to the measurements of the main ion-radiation-induced nucleoside lesions either in the 
present system, or induced in more complex molecular model systems, such as 
mononucleotides, oligonucleotide sequences, or even plasmid DNA, by either 
hyperthermal rare gas ions, or even reactive cations derived from nitrogen, NO, or 
even water. In this respect, accurate and even more sensitive methods should be still 
be developed. For this purpose the association of analytical methods including HPLC 
and tandem mass spectrometric techniques ( atmospheric pressure ionization, 
electrospray) appears to be promising. 
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VI. Discussion 
VI.1. Performance de !'irradiateur et du système « Spin-Coating » 
Nous avons présenté !'irradiateur conçu dans notre laboratoire dans les 
chapitres II et III. Les performances de !'irradiateur ont été évaluées. Lors de nos 
premières investigations de l'effet des ions hyperthermiques sur des échantillons 
biorganiques, nous avons découvert des faiblesses au niveau de !'irradiateur, 
notamment au niveau de l'émettteur et au niveau de la focalisation du courant ionique. 
Suite à ca nous avons apporté des améliorations. 
La conception spécifique de cet irradiateur nous a permis de générer un 
courant d'ions qui bombardent une large surface (62 cm2) de façon relativement 
uniforme. Ainsi, nous avons pu irradier une large quantité d'échantillon, et par 
conséquent générer des quantités de produits de dégradation par impact ionique qui 
dépassent les limites de détection des méthodes d'analyses biochimiques (ng pour la 
CLHP et pm pour le CL/SM). L'énergie et le courant des ions crées sont variables 
respectivement de quelques eV à 500 eV et de 100 nA- 10 µA, et ceci nous a permis 
d'élargir nos champs d'investigation et ainsi de voir les effets des ions 
hyperthermiques sur les films biologiques à différentes énergies, fluences et temps 
d'irradiations. Le même irradiateur nous a permis d'étudier les effets dommageables 
des espèces excités. L'une des limites de cette machine est qu'elle ne nous permet pas 
de faire une sélection des espèces ioniques selon leur masse, comme c'est le cas d'un 
faisceau d'ions, et cette limitation nous a imposé d'utiliser des gazs monoatomiques 
(Ar, He, Ne ... ), dont l'ionisation crée un seul type d'ion. 
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Un système de spin-coating destiné au dépôt de films de thymidine qui 
possède une configuration bien adaptée à celle de !'irradiateur a également été 
développé. Il permet d'obtenir des films de thymidine couvrant la surface interne d'un 
cylindre. Nous avons prouvé que cette méthode de dépôt est performante, assurant 
! 'uniformité du film biooganique et minimisant les dommages aux échantillons lors du 
dépôt. Ce dispositif pourra aussi servir à déposer des films d'une large variété de 
molécules biologiques non volatiles, telles que les bases de l' ADN, les nucléosides, 
les nucléotides et aussi de courts oligos d'ADN (4 paires de bases). Toutefois, cette 
technique n'est pas efficace pour le dépôt des grosses molécules comme les plasmides 
d'ADN, puisqu'elle induit un dommage important aux bases. Tous les détails ainsi 
que les performances de ces deux techniques ont été bien illustrées dans les chapitres 
II et III. 
Nous avons pu démontrer par le biais de cette nouvelle méthode, combinée à 
des méthodes standards d'analyses biochimiques telles que la CLHP et 
l'électrophorèse par gel d'agarose, que les ions hyperthermiques (meV - 100 eV) sont 
capables d'induire des dommages biologiques non négligeables. Ceci a été réalisé 
malgré un faible profil de pénétration, ainsi qu'une faible énergie de ces ions 
hypertherrniques. 
VI.2 Effet des ions hyperthermique sur l' ADN 
Nos résultats sur le plasmide d'ADN montrent que l'impact d'ions Ar de 100 
eV engendre la perte de l'intégrité de la structure surenroulée del' ADN. Cette perte 
est balancée par une apparition de nouvelles conformations, principalement les 
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conformations circulaire, linéaire et aussi des dimères. En suivant l'évolution des 
conformations circulaires et linéaires en fonction de la dose d'irradiation (temps 
d'irradiation), nous avons pu tracer des courbes dose-réponse de l'induction des BSB 
et des BDB (voir chapitre III). 
Le pourcentage de la structure surenroulée du plasmide diminue de façon 
exponentielle aux faibles temps d'irradiation, ceci jusqu'à un temps d'irradiation de 
15 min, puis demeure inchangeable pour les hauts temps d'irradiation. Ce dernier 
comportement de saturation aux longs temps d'irradiation suggère qu'une partie de 
l'échantillon est protégée. Un comportement similaire a été aussi observé par Folkad 
et al (Folkard M. et al, 1993) lors de l'irradiation de plasmide d' ADN avec des 
électrons d'énergies variant entre 25 et 4000 eV. Il suggère que la présence de sels 
dans l' ADN augmente sa protection contre les rayonnements et stabilise aussi les 
conformations de l'ADN. Cet effet protectif des sels a aussi été mis en évidence dans 
les travaux de Qiu et al (Zhao Y. et al 2003). Dans ces derniers travaux, des 
échantillons de plasmide d'ADN contenant de l'EDTA avec différentes proportions 
de sel/ ADN ont été irradié par des ions nitrogène de 25 keV. Ils ont remarqué que la 
protection del' ADN devenait plus importante en augmentant le ratio sel/ ADN. 
Dans nos expériences, la contribution des sels à la protection de l' ADN est 
minime, car presque la totalité des sels a été éliminée lors de l'extraction des 
plasmides. L'effet protecteur de l'ADN est principalement lié à la limitation de la 
profondeur de pénétration des ions à 100 eV, qui est de l'ordre de 2 nm (SRIM, 
Ziegler JF et al 1985). Dans le plasmide pGEM 3Zf (+)le nombre de A (adénosine) 
est 823, le nombre de G ( guanosine) est 819, le nombre de C (cytidine) est 785 et le 
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nombre de T (thymidine) est 772, ainsi les pourcentages des différentes atomes dans 
le plasmide sont: (22 %, N), (37,5 %, H), (31,5 %, C), (22 %, 0) et ( 2,96 %, P). La 
densité volumique de ce plasmide est estimée à 1,46 g/cm3• Avec ces paramètres, 
nous pouvons évaluer, grâce à des calculs de simulation SRIM, la distribution des ions 
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Figure VI.1 : Profils de pénétration des ions W aux énergies 50, 1 OO, 200 et 
400 eV dans l'eau (a) et dans l'ADN solide (b) (SRIM). 
L'induction des BSB augmente exponentiellement aux faibles temps 
d'irradiation jusqu'à 15 min, puis demeure inchangeable lorsque nous irradions 
pendant des temps plus longs. Comme dans le cas de la courbe de la perte de la 
'Conformation SE en fonction du temps d'irradiation, la saturation de la courbe de 
rendement de la production des BSB est due principalement à la limitation de la 
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profondeur de pénétration des ions à 100 eV, qui est de l'ordre de 2 nm (TRIM, 
Ziegler JF et al 1985). Dans ces conditions, l'interaction des ions demeure confinée 
aux monocouches externes du substrat biologique. Nous trouvons aussi que 
l'induction des BSB diminue aux temps d'irradiation plus longs. Ceci est dû à la 
fragmentation de la conformation circulaire du plasmide d' ADN circulaire qui est crée 
au début de l'irradiation suite à des BSB, et qui subit des attaques additionnelles dans 
le temps d'irradiation restant. Ceci pourra être aussi à l'origine de l'induction des 
BDB. 
L'induction des BDB est presque nulle aux faibles temps d'irradiation, puis 
elle augmente d'une façon linéaire avec le temps d'irradiation. Un comportement 
linéaire similaire pour l'induction des BDB a été observé dans les travaux de IK.pémé, 
Belli, and Nygren (Ikpeme Set al, 1995; Belli M. et al, 1994, Nygren N. et al 1996) lors de 
l'irradiation par des ions lourds énergétiques (0,8 MeV- 290 MeV) des cellules 
humaine, des cellules V79 Hamter, et de la levure. L'absence de la conformation 
linéaire qui reflète l'induction des BDS aux faible temps d'irradiation pourrait être 
due au fait que les conformations linéaires sont crées en trace et sont perdues lors de 
la récupération de l' ADN, ou encore par l'interaction des sites actifs de l' ADN 
linéaire avec la surface de tantallium. En effet, suite à des irradiations répétitives par 
les ions lourds, cette surface devient plus rugueuse donc plus adhésive pour les 
biomolécules. 
Le rapport du rendement d'induction de BSB (1.3x10-3 /ion) par rapport à 
celui de l'induction de BDB (1.25x10-4 /ion) est évalué à 10 : 1. Des valeurs similaires 
de ratios ont été mesurées par Kraft et al. lors de l'irradiation des cellules mammaires 
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avec des ions lourds énergétiques (2.7 MeV/u- 15.4 MeV/u). Compte tenu de cette 
similarité dans la qualité de dommage (SSB/DSB ratio) entre les ions lourds 
balistiques au niveau du pic de Bragg et les ions lourds hyperthermiques, nous 
supposons que les particules primaires deviennent plus endommageantes lorsqu'elles 
sont ralenties à des énergies de l'ordre de keV ou inférieures (énergies 
hyperthermiques ). 
Vl.3 Effet des ions hyperthermiques sur la thymidine 
Après le plasmide de l 'ADN, nous avons poussé nos investigations à une 
échelle moléculaire plus petite, c'est-à-dire à l'échelle du nucléoside. Nous avons fait 
des irradiations à différents temps, courants ionique et énergies. La thymine a été 
identifiée comme étant le produit de dégradation majeur. En plus de la thymine, 
d'autres produits ont été aussi crées, mais nous n'étions pas en mesure de les 
identifier, puisqu'ils sont créés en quantités très inférieures aux limites de détection du 
(LC/MS). C'est pour cette raison que nous avons consacré nos investigations au 
produit majeur qui a été identifié de manière quantifiable. 
Nous avons suivi la formation de thymine en fonction du temps d'irradiation 
avec des ions Ar de 80 eV et de fluence 5 x 10 11 ions/ s cm2• Nous avons observé une 
évolution linéaire aux faibles temps d'irradiations, jusqu'à un temps d'irradiation de 
10 min, suivi d'une baisse de la quantité de thymine produite après environ 20 min, 
puis une nouvelle augmentation vers les longs temps d'irradiation. Le rendement de la 
libération de thymine est estimé à 2,3 X 10-2 molécules de thymine par ion incident. 
Cette dernière valeur de rendement est similaire à celle trouvé pour la thymidine 
irradié en phase condensé avec des électrons lents (Yi Zheng et al, 2004). La 
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saturation de production de thymine après environ 20 min de temps d'irradiation est 
probablement due à la sur-fragmentation de la thymine formée au début de 
l'irradiation. En effet, ces molécules formées demeurent piégées sur la surface et 
subissent un surplus de rayonnement pendant le reste du temps d'irradiation. D'autre 
part, comme cela a été démontré dans les travaux de Blad et al, le phénomène de 
désorption est important à 80 eV (Bald 1. et al 2006; Deng Z. et al 2005). Ceci 
contribue à la corrosion du substrat biorganique, ce qui permettra à l'ion d'accéder 
aux monocouches les plus profondes qui étaient autrement protégées à cause de la 
pénétration limitée des ions Ar à 80 eV. Dans ces conditions, l'ion attaque de 
nouvelles monocouches et entraîne par conséquent une nouvelle augmentation de la 
formation de thymine. 
La thymine est le produit de dégradation majeur que nous avons détecté par 
nos techniques d'analyses. La contribution de la libération de thymine au dommage 
total à la thymidine est estimée à environ 11 %; une telle valeur semble inférieure à la 
vraie valeur. Ceci est probablement lié au fait que certaines molécules de thymine 
produites sous l'effet de l'irradiation désorbent du substrat (Deng et al, 2005). 
La formation de thymine comme produit de dégradation de la thymidine sous 
l'effet de l'irradiation par les ions Ar hyperthermiques a aussi été mesurée en fonction 
de l'énergie des ions. Nous avons observé une production de thymine importante aussi 
bien aux faibles énergies (2 eV-10 eV) qu'à hautes énergies (50 eV- 80 eV). 
Toutefois, les mécanismes responsables de cette production importante ne sont sans 
doute pas les mêmes aux deux gammes d'énergies. À basse énergie, la production 
importante de thymine est initiée par le transfert d'électrons entre le projectile et la 
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surface. En effet, à faible vitesse, l'ion arrivant avec une énergie potentielle de l'ordre 
de 15 eV se neutralise à quelques Angstroms de la surface du film via des interactions 
coulombiennes avec les électrons du substrat. Ce processus de neutralisation du 
projectile conduit à l'apparition de trous (abscence d'électron de valance) au niveau 
du film bioorganique, et par conséquent à l'excitation des molécules et à la création de 
radicaux. Ce phénomène conduit à la dissociation et à la fragmentation moléculaire, 
chose qui pourra induire la brisure du lien glycosidique, et par conséquent la 
libération de la base de thymine. 
En augmentant leurs énergies, les ions deviennent plus rapides et la 
probabilité de transfert d'électrons devient faible. D'un autre coté, les ions deviennent 
assez énergétiques pour pouvoir atteindre les monocouches externes du substrat 
biologique, et par conséquent entrent en collision avec les noyaux et les électrons de 
la cible. De telles collisions peuvent ainsi être à l'origine de la libération de la base de 
thymine. En effet, si par exemple l'atome de carbone 'Ci' du cycle de 2'-deoxyribose 
est déplacé de son site moléculaire, cela engendrera une coupure du lien glycosidique 
et par conséquent la création d'un radical de thymine-Nl-yl. Ce dernier se 
transformera en thymine par une abstraction d'un atome d'hydrogène de la surface. 
La brisure du lien glycosidique n'est pas l'unique dommage responsable de la 
libération de la base de thymine. En effet, même la fragmentation au niveau du cycle 
de 2' -désoxyribose peut induire la libération de la base. Ceci est bien justifié par 
plusieurs travaux, où la radiosensibilité du cycle de 2' -désoxyribose a été mis en 
évidence lors de l'irradiation thymidine et de la thymidine monophosphate par divers 
types de rayonnements (Hoffinann A. -K.et al. 2000; Gromova M.et al 1998). Il est à 
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noter que la dégradation au niveau du cycle 2'-désoxyribose n'est pas seulement une 
amorce pour la libération des bases, mais aussi pour l'induction des BSB au niveau de 
l'ADN. 
VI.4 Ralentissement nucléaire et la dégradation des biomolécules 
Le ralentissement d'un projectile dans une cible solide résulte essentiellement 
des processus suivants (Ryssel H. et al 1996): 
• Des collisions inélastiques avec les électrons de valence du milieu provoquant 




Des collisions inélastiques avec les noyaux de la cible, ceci conduisant à 
l'excitation nucléaire ou à des réactions nucléaires. 
Des collisions élastiques avec les électrons de valence 
Des collisions élastiques avec les noyaux ou encore avec les atomes de la 
cible. 
Dans la gamme des énergies hyperthermiques, le pouvoir de ralentissement 
nucléaire est plus important que le pouvoir de ralentissement électronique (J. 
Rliisanen, 2003). Le ralentissement nucléaire se produit principalement via des 
collisions élastiques avec les noyaux et les atomes cibles. Lors de ce type 
d'interaction, une partie de l'énergie du projectile est transférée au noyau rencontré. 
Dans ces conditions, les atomes peuvent être déplacés de leur site. Si ces derniers 
acquièrent une énergie cinétique suffisante, ils pourront, à leur tour déplacer des 
noyaux voisins. Cet impact se répercute dans le substrat bioorganique par le 
phénomène de collisions en cascade, que nous pourrons comparer à un jeu de billard 
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où les balles sont reliées par des ressorts plus ou moins faibles. La surface est alors 
perturbée et des atomes ainsi que des fragments peuvent s'échapper (Zongwu Deng et 
al, 2005). 
Ce processus de collisions en cascade pourra être l'origine de dommages 
multiples. D'un autre coté, le déplacement des atomes de la cible durant le 
ralentissement du projectile peut aussi donner lieu à la création de lacunes dans le 
réseau atomique. Ceci est accompagné de cassures au niveau des liens interatomiques 
et intermoléculaires. Par exemple, si l'atome de carbone 'Ci' du cycle de 2'-
deoxyribose ou bien l'atome d'azote 'Nl' de la thymime sont déplacés de leur 
position d'équilibre, cela engendrera une coupure du lien glycosidique, et par 
conséquent la création des radicaux de thymine-Nl-yl and 2-deoxy-D-ribose-Cl(H)-
yl. Le premier radical se transformera en thymine par une abstraction d'un atome 
d'hydrogène de la surface. Le deuxième radical est généralement instable et finira par 
se fragmenter, ce qui pourra engendrer une CSB au niveau de l' ADN. Lorsque les 
radicaux sont créés à des sites voisins, ils peuvent se recombiner pour donner 
naissance à des dimères dans le cas de thymine et à des pontages inter-brins et inter-
chaînes dans le cas des plasmides. Cela pourra être l'origine de l'apparition de 
conformations complexes au niveau des échantillons de plasmide d' ADN, tels, que les 
concatamers ( concatamer 1 et 2), tel, que observé lors de nos expériences sur les 
plasmides de l'ADN. Ces dernières conformations qui existaient déjà dans les 
échantillons contrôles sont produites d'avantage sous l'effet de l'irradiation par les 
ions Argons (Figure VI.2). Nous n'avons pas poussé nos investigations pour être en 
mesure d'analyser ces conformations avec plus de détails, mais nous croyons que ces 
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conformations pourront être aussi le résultat d'une transformation du concatamer 0 
qui subit des brisures simple ou double brins. 
10 
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Figure Vl.2 : Mise en évidence l' induction des concatamers de l' ADN sous 
l' effet de l'irradiation par les ions Ar 
À la surface, ou bien au niveau des monocouches externes, les molécules 
irradiées peuvent être fragmentées de plusieurs façons. Les ions du faisceau primaire, 
avant d'atteindre la surface ou en rebondissant, peuvent frapper les molécules et briser 
plusieurs liaisons. Ces fragments peuvent ensuite faire la même chose avec les 
molécules voisines. Une grande partie de l' énergie d' impact est transmise aux modes 
de vibrations des molécules (TRIM, Ziegler JF et al 1985). Si l'énergie interne d'une 
molécule est trop élevée, celle-ci se fragmente d'elle-même. Les atomes du substrat 
peuvent aussi frapper des molécules et briser des liaisons lorsqu' ils sont éjectés de la 
surface. 
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La libération de la base de thymine en tant que dommage majeur a été aussi 
observée lors des l'irradiation des nucléotides et des nucléosides de thymine par les 
ions lourds balistiques et par des rayonnements conventionnels (Gromova M. et al, 
1998, Hoffmann A. -K. et al, 1997). Toutefois, le mécanisme de production de ce 
dommage, lorsqu'il s'agit de rayonnement ionique hyperthermique, n'est pas 
similaire à celui des rayonnements conventionnnels ( e, Rayons X et gamma), où nous 
trouvons que le ralentissement électronique qui se traduit par des ionisations et des 
excitations joue un rôle essentiel dans l'induction des dommages aux biomolécules. 
VI.5 Investigation de l'effet des atomes métastables sur la 
thymidine 
L'impact d'électrons sur un gaz ultra pur conduit à son ionisation, c'est-à-dire 
à l'éjection d'électrons de la couche de valence et aussi à son excitation. Dans ce 
dernier cas, l'électron n'est pas éjecté de son orbitale électronique, mais il passera 
plutôt à un niveau d'énergie supérieur. Les deux mécanismes, l'ionisation et 
l'excitation du gaz, se déroulent avec des sections efficaces qui dépendent 
principalement de l'énergie d'impact des électrons. Durant toutes nos expériences, 
nous nous sommes intéressés à étudier les effets dommageables des ions Ar sur le 
plasmide d' ADN et sur la Thymidine. Pour ce fait et pour obtenir les ions, nous avons 
bombardé le gaz d'argon avec des électrons d'énergie 80 eV (Rapp D. and Englander-
Golden P., 1965; Mason N. J. et Newell W. R, 1987). Cette énergie, correspond au 
maximum de section efficace d'ionisation. Le plasma obtenu comporte des ions Ar+ et 
Ar++ dans les proportions respectifs 10 % et 90 %. En plus des ions, le plasma crée au 
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niveau de la zone d'interaction contient des espèces excitées (Ar*), métastables 
(Arm *), ainsi que des atomes neutres. Ces derniers sont inertes donc ne présentent 
aucun effet endommageant sur le substrat bio-organique. 
Bien que, les sections efficaces d'excitation et d'ionisation sont comparables à 
80 eV (Lloyd C. R. 1972, Rapp D. and Englander-Golden P., 1965), les espèces 
excités ne sont pas dommageables. En effet, ces entités instables, ayant une durée de 
vie relativement courte (ns), finiront par se désexciter avant d'atteindre le substrat bio-
organique en émettant des photons. 
Comme mentionné ci-dessus, à coté des ions et des espèces excitées, des 
atomes métastables d'argon sont aussi générés lors de l'impact électronique sur le gaz 
d'argon. Les atomes métastables des gaz rares ont des durées de vie qui varient de 20 
ms à 8000 s et possédant des énergies interne variant de 8 eV (Xe) à 20 eV (He) 
(Read F. H., 1983). Ces entités métastables ne se désexcitent pour revenir à leur état 
fondamental en libérant leur énergie interne que lorsqu'ils rentrent en collision avec 
les atomes adsorbés à la surface, ainsi ce transfert d'énergie interne pourra être 
endommageant pour les molécules bio-organiques (Berggren K. et al, 1995 ; 
Yamauchi Y. et al, 2005). 
À l'énergie électronique de 80 eV, la section efficace de création des espèces 
métastables par impact électronique sur le gaz d'argon est 100 fois plus faible que la 
section efficace d'ionisation et d'excitation (Rapp D and Englander-Golden P., 1965; 
Mason N. J. et Newell W. R., 1987). Ainsi, si nous mesurons un courant ionique de 
densité 5 x 1011 ions /cm2 s ce qui correspond à 2x 10-3 ions/s molécule, nous 
pourrons dire que nous avons un flux d'atomes métastables qui est de l'ordre de 5 x 
168 
Chapitre VI - Discussion 
109 Ar*m /cm2 s ce qui correspond à 2x 10-5 Ar*m /s molécule qui arrivent a la surface. 
Bien que faible, ce flux est suffisant pour créer des dommages au film de thymidine. 
Nous avons testé par CLHP la contribution de ce flux d'espèces métastables aux 
dommages causés à la thymidine et nous avons trouvé que le dommage est presque 
identique au dommage de base mesuré dans les échantillons contrôles. 
L'investigation des effets des espèces métastables de l' Ar sur des films bio-
organiques est possible via notre irradiateur. Lorsqu'on ionise le gaz de réaction avec 
un faisceau d'électrons (50 µA), les produits de collisions produits par impact 
électronique sur le gaz d' Ar (10-3 torr) sont les ions, les électrons, les photons et les 
états métastables. Les ions sont empêchés d'atteindre la surface couverte de film de 
thymidine, en appliquant un potentiel répulsif au porte échantillon. Les électrons 
poursuivent leurs parcours vers le détecteur Faraday. Les atomes excités, Ar*, ayant 
une courte durée de quelques ns vont se désexciter en émettant des photons dans la 
gamme du visible et de l'infrarouge (Mohamed K. A. et al, 1976) qui ne contribuent 
pas à la dégradation de l'échantillon. Dans ces conditions se sont les atomes 
métastables, Ar*m, qui sont la cause de la dégradation de l'échantillon. 
Nous avons effectué des irradiations de films de Thymidine avec des atomes 
d'argon métastables, Ar*m, et ceci à différentes flux (Ar*rnlcm2). En réalité, une 
mesure du flux d'atomes métastables n'est pas possible avec notre irradiateur. Nous 
avons varié le flux des atomes métastables en variant l'énergie des électrons de 10 à 
80 car la section efficace de production de ces espèces varie de manière importante 
avec l'énergie des électrons (Figure 3). Ainsi, à un courant électronique et à une 
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pression de gaz fixes, l'évolution du flux des atomes métastables qui arrivent à la 





Incident electron energy leVJ 
Figure VI.3 : Variation de la section efficace totale de création des états métastables 
dans le gaz d' Ar par impact électronique en fonction de l'énergie des électrons 
(Mason N. J. et Newell W. R, 1987) 
La comparaison des chromatogrammes des échantillons contrôles avec ceux 
des échantillons exposés aux atomes métastables, montre que des produits (pic 1, 2, 3, 
Th) qui existaient déjà dans l'échantillon contrôle deviennent plus abondants dans les 
échantillons exposés, ce qui reflète la création des quantités additionnelles de ces 
produits par l'action del' Ar métastable sur le film de thymidine (Figure 4, Figure 5). 
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Figure VI.4 : Chromatogrammes d'un échantillon contrôle et d 'un échantillon 
irradié avec les espèces métastables (La longueur d 'onde de détection est A.= 210 nm). 
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Figure VI.5 : Chromatogrammes des échantillons contrôle et irradié avec les espèces 
métastables (longueur d 'onde de détection est A.= 260 nm). 
Les produits correspondants aux pics 1 et 2 absorbent à la longueur d'onde 210 
nm du détecteur UV du chromatographe CLHP et apparaissent d 'une façon abondante 
à l'énergie électronique 14 eV. Par contre, la thymine et le produit correspondant au 
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pic 3 absorbent plus à 260 nm qu'à 210 nm et sont crées en plus grandes quantités 
lorsque à des énergies des électrons varient entre 20 et 30 eV. La figure (Figure VI.6) 
montre l'évolution des aires de ces pics en fonction de l'énergie des électrons, en 
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Figure VI.6: Variation des aires des pics 1, 2, 3 et Th en fonction du courant 
électronique (les courbes sont déplacées verticalement pour les mettre visibles) 
Les quantités des produits 1 et 2, augmentent légèrement aux énergies 
électroniques en bas de 12 eV, ensuite, augmentent et baisse de façon abrupte autour 
de 14 eV. Ce dernier comportement est plus accentué pour le produit 2 par rapport au 
produit 1. Aux de là de 20 eV, les quantités de ces produits demeurent inchangeables 
et égales a celles qui existent dans les échantillons contrôles. 
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Pour le produit 3, nous trouvons que son aire demeure égale à celle de 
l'échantillon contrôle, ceci jusqu'à l'énergie électronique 12 eV. Ensuite, augmente 
pour atteindre un maximum vers 20 eV et enfin chute de nouveau à la valeur de l'aire 
de l'échantillon contrôle vers 50 eV et demeure inchangeable en augmentant l'énergie 
des électrons. Par contre et dans le cas de la thymine, l'aire de dernier ne change pas 
beaucoup par rapport à celle de l'échantillon contrôle, sauf à 30 eV où nous 
remarquons une augmentation par rapport à l'échantillon contrôle. 
Ainsi, nous trouvons que la production abondante de tous ces produits se 
trouve exactement dans la gamme des énergies électroniques qui correspond au 
maximum de section efficace totale de formation des états excités métastables de 
l'argon en fonction de l'énergie des électrons (Figure VI.3). Après avoir effectué 
plusieurs irradiations, nous avons purifié par CLHP des quantités raisonnables de ces 
produits qui sont détectables et identifiable par spectrométrie de masse. Nous sommes 
en cours d'identification de ces pics par spectrométrie de masse, mais la chose 
marquante pour ces produits 1, 2 et 3 c'est qu'ils ont des masses atomiques qui sont 
supérieures à celle de la thymidine (242 uma) et qui sont respectivement 550, 252 et 
304 amu. 
L'énergie seuil d'ionisation de l'argon gazeux est 15,4 eV, donc en dessous de 
cette énergie, la section efficace d'ionisation est quasiment nulle. Par ailleurs, il ya 
une production importante d'espèces métastables (Mason N. J. et Newell W. R., 
1987). Les structures de résonance des états métastables en fonction de l'énergie des 
électrons au dessous de l'énergie d'ionisation de l'argon ont été observées par 
Buckman et al (Buchman J. et al, 1983) (Figure 7). 
173 
Chapitre VI - Discussion 
.10·"-~-~---..----.----..--.-·-~-·--.---.....--, 
d,d, 
t':. r-t : , Ar 
rt· 
~ 15 8 
li 1 .. 
4 
SIMIS 'Ir : ', '~ 
~·-:.!:.' -...,;.J \J ~· \A....--
13.0 13.2 
o* '--~-~c---'---~~--·"'--"'"_____:o....,,.-~--_,,_ 12.0 13.0 14.0 1S.O 
tncldent t!•dmn •noro1 f •V 1 
16.0 
Figure Vl.7 : Les structures de résonances des états métastables de l'argon en fonction 
de l'énergie des électrons au dessous de l'énergie d'ionisation 
Les atomes métastables ont des durées de vie qui varient de 20 ms à 8000 set 
possèdent des énergies internes variant de 11.548 eV à 15,4 eV. Ces énergies internes 
dépassent les énergies de liaisons dans plusieurs molécules organiques(<< 10 eV) et 
leurs dépôt d'énergies à ces molécules se manifeste en générale par des coupures de 
liens (Close J. D et al, 2000). La recombinaison entre les différents fragments créés 
suite à la rupture des liens pourra donner naissance à des molécules plus grandes que 
la thymidine et ceci pourra expliquer la grande masse des produits 1, 2 et 3. 
D'un autre coté et quand l'énergie interne de cet atome métastable est 
supérieure à l'énergie d'ionisation de certaines atomes ou molécules à la surface, un 
électron de la surface passe pour remplir le trou qui se trouve sur le niveau 
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fondamental de l'atome métastable (Conrad H. et al, 1979). Nous avons ainsi un trou 
au niveau d'un lien de valence à la surface, ce trou là est rempli par un électron de 
valence de la surface, enfin un électron Auger est émis de la bande de valence de la 
surface. C'est l'ionisation Pennig (Conrad H. et al, 1979). Ce mécanisme d'interaction 
des états métastables contribuent aussi à la fragmentation du cible bio-organique. 
Nos travaux sur les effets des espèces excités sur molécules bio-organiques 
étaient les dernières que nous avons fait lors de ce projet de doctorat et feront l'objet 
d'un quatrième article en cours de préparation. Il s'agit de nouveaux types 
d'expériences qui sont prometteuses. Nos recherches et nos analyses sont toujours en 
cours afin de comprendre et d'analyser mécanismes d'interaction de ces entités 
chimiques qui ne se trouvent pas dans la classe des rayonnements, mais elles sont 
comme même endommageantes. 
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VII Conclusion et perspectives 
En conclusion, nous suggérons que : le ralentissement nucléaire joue un rôle 
essentiel dans l'induction des dommages aux biomolécules irradiées par des ions 
lourds dans la gamme des énergies hyperthermiques, et ceci contrairement aux 
rayonnements conventionnels où l'ionisation et l'excitation électronique sont 
responsables des dommages biomoléculaires. 
Malgré leur faible pénétration, les ions dans cette gamme d'énergie sont 
capables d'induire des dommages à l' ADN ainsi qu'à la thymidine. De tels résultats, 
permettent d'expliquer l'efficacité de l'hadronthérapie: les ions primaires ralentis, ou 
encore les ions secondaires issus de processus de ralentissement nucléaire et de 
l'explosion coulombienne, peuvent causer des dommages biologiques non 
négligeables au niveau du pic de Bragg et en aval. 
En aéronautique, ces données expérimentales sont utiles pour établir des 
standards de radioprotection pour les astronautes lors de leurs missions spatiales. Bien 
que les ions lourds présentent une faible contribution aux rayonnements cosmiques (2 
%), ils constituent une grande menace puisqu'ils sont très pénétrants et qu'ils ont une 
efficacité biologique élevée. 
!Nos résultats expérimentaux sont encourageants. La recherche doit se focaliser 
sur le développement de technique améliorant la qualité de dépôt d'échantillons de 
plasmide. D'autre part, pour tout ce qui est de la thymidine, les analyses chimiques et 
biochimiques doivent être approfondies, par l'utilisation de techniques d'analyses plus 
sensibles, telles que, l'CLHP à détecteur UV à longueurs d'ondes variables et la 
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technique d'analyse LC/MS. Dans le cas de le CLHP à détecteur UV à longueurs 
d'ondes variables, il est possible de détecter les produits de dégradation qui absorbent 
à des longueurs d'ondes autre que 210 nm et 260 nm. Dans le cas de la LC/MS, il est 
possible d'identifier les produits de dégradation en cas de manque de standards. 
Les conditions expérimentales, de point de vue appareillages et techniques 
d'analyses, encouragent pour continuer à investiguer les effets biologiques des ions 
hyperthermiques sur d'autres molécules telles que des nucléotides, ainsi que des ligots 
d' ADN, et aussi d'essayer d'autres types d'ions. 
L'irradiateur conçu lors du projet de doctorat nous a permit d'étudier les effets 
des ions hyperthermiques sur l' ADN et sur la thymidine. Toute fois, il pourra être 
utile pour la synthèse organique de certaines molécules d'intérêt biologiques. En effet, 
au début du projet, et dans le cadre des tests de performance de !'irradiateur, nous 
avons irradié un film d'Uracile avec le CD4 ionisé, et nous avons réussi à générer de 
nouveaux produits, comme l'Uracile méthylé, des dymers d'Uracile ... Nous trouvons 
que cette méthode met en évidence les effets biologiques d'un plasma ionique de CD4, 
mais elle a permis également la synthèse de certaines molécules d'intérêt biologique. 
En effet, dans le cas de la méthylation de l'Uracile, nous retrouvons ainsi une 
technique rapide de marquage radioactif, et ceci dans le cas de l'utilisation d'ions 
radioactifs, tels que les cations de llCD4. Dans ce cas, ces ions se substituent à 
!'Uracile en produisant ainsi un Uracile méthylé, U_I 1CD3. Il s'agit en fait de !'Uracile 
marqué avec le uC. Ceci pourrait être très bénéfique pour l'imagerie médicale du type 
TEP (Tomographie par Emission de Positrons) (Sanche L. et al 1976, Van Lier J. E et 
al, 1979 ; Lintermans J., 1972 ; Lemmon R. M., 1972). En fait, le 11C est un radio-
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isotope émetteur. Il faut de ce fait pousser les études dans cet axe en utilisant des 
molécules vectrices qui sont utilisés pour synthétiser les radiopharmaceutiques en 
TEP, telles que les œstrogènes et les acides aminées, qui sont utilisés pour visualiser 
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